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M. Metchnikoff, dans son travail sur la fiévre récurrente!, a 
solidement établi ce fait, que la chute critique de la tempéra- 
ture et la disparition des spirilles du sang coincident toujours 
avec une phagocytose bien marquée des spirilles dans la rate. 

La constance de ce phénoméne et son rapport causal avec 
la guérison confirmaient si bien la théorie phagocytaire de l’im- 
munité, que M. Metchnikoff a exprimé l’opinion que la fiévre 
récurrente pourrait servir de « pierre de touche » pour la doc- 
trine de la phagocytose. 

Mais le spirille se montra trés sensible non seulement 
vis-a-vis de la phagocytose, mais encore vis-a vis des anticorps 
spécifiques, découverts par Pfeiffer. 

M. Gabritschewsky*, en étudiant sous ce rapport les pro- 
priétés du sérum apyrétique des malades atteints de la fiévre 
récurrente, a découvert un fait trés intéressant, que le sérum 
pris pendant les premiers jours de l’apyrexie et surtout apres le 
dernier acces, ajouté 4 du sang contenant des spirilles, abrégeait 
considérablement leur vie : ce sérum se montre donc spécifique- 
ment bactéricide. 


4. Virch: Arch., 1887. 
2, Ann. de l'Institut Pasteur, 1896. 
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Aprés s’étre assuré que lorsqu'il ya rechute de la maladie, 
les propriétés bactéricides du sérum, trés prononcées chez les 
convyalescents, retombent a zéro, et aprés avoir vérifié ses obser- 
vations par des expériences sur des singes, M. Gabritschewsky 
a conclu que la disparition de ces spirilles est surtout due a ce 
que le plasma se charge pendant la crise de substances bacté- 
ricides. L’immunité naturelle des animaux réfractaires (le 
cobaye) dépend aussi, selon M. Gabritschewsky, de la formation 
rapide de substances bactéricides au point de Vinoculation. 

Les conclusions de M. Gabritschewsky rencontrérent des 
objections de la part de M. Metchnikoff tet méme le fait de la 
spécificité des matiéres bactéricides fut mis en doute par le 
travail de Bardach?. 

Les observations de M. Gabritschewsky établissent la spéci-. 
ficité des substances bactéricides du sérum et la constance de 
ce phénoméne dans la fievre récurrente ; mais elles n’autorisent 
guére & conclure au role de ce facteur dans la pathogénie et le 
mécanisme de la guérison de cette maladie. 

Pour conclure dans ce sens, il aurait fallu noter avee plus 
de précision le moment de l’apparition des substances bactéri- 
cides dans le sérum, la rapidité de leur augmentation et de leur 
diminution, c’est-a-dire tracer la courbe de leurs variations 
pendant toute la durée de la maladie. 

Ensuite i] ett fallu rechercher si ces variations sont sans 
relation quelconque avec la phagocytose et la leucocytose; il 
eut done fallu comparer les courbes des substances bactéricides 


avec celles de la leucocytose sur les mémes malades. 


L’épidémie de fiévre récurrente a Kasan, dans lhiver de 1900, 
nous a fourni des matériaux trés riches pour ces recherches. 
Notre probléme consistait : 

1° A étudier le mode d'action du sérum spécifique sur les 
spirilles in vitro et dans Vorganisme ; . | 

2° A élucider le mode de la disparition des spirilles dans 
Yorganisme des animaux réfractaires; 

3° A chercher s'il n’existe pas un rapport quelconque entre 
les courbes des substances bactéricides et celles de la leucocy- 
tose chez les malades atteints de fidvre récurrente. 


1. Ann. de l'Institut Pasteur. 1896. 
2. Ann. de l'Institut Pasteur, 1899. 
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LE PHENOMENE DE PFEIFFER CHEZ LES SPIRILLES DE LA FIRVRE RECURRENTE 


Mettons dans une chambre humide une goutte de sérum 
contenant des spirilles, provenant du sang d’un malade au 
second jour du premier ou du deuxiéme acces. 


Dans une autre chambre humide ajoutons, suivant les indica- ~ 
“tions de M. Gabritschewsky, au méme sérum contenant des 


spirilles, une quantité égale de sérum dun sujet guéri de la 
fiévre récurrente. . 

Les spirilles périront dans le dernier cas beaucoup plus vite 
que dans le premier (l’addition du sérum normal de homme 
n’abrége pas la vie des spirilles). Par conséquent, le sérum des 
convalescents de la fiévre récurrente est spécifiquement bactéri- 
cide pour les spirilles. 

Ce fait, établi par Gabritschewsky, fut confirmé par toute 
une série de sayants (Bardach, Zeiliguer, Leventhal, Rout- 
kewitch). Dans des essais faits sur un trés grand nombre de cas, 
nous n’ayons jamais rencontré d’exception a cette régle. 

Si lon cherche dans l’expérience ci-dessus non seulement le 
moment de la mort des spirilles, mais aussi la fagon dont ils 
périssent, il est facile d’apercevoir une différence essentielle dans 
l'un et l'autre cas, 

Dans le premier cas, — quand les spirilles provenant, par 
exemple, d’un malade, pendantles premiers jours du premier ou 
du deuxiéme accés, périssent au bout de deux ou trois jours dans 
le sérum, — ceux-ci, devenus immobiles et morts, se présentent 
homogénes et brillants, avec un corps uniformément gonflé et 
une largeur 4 peu prés double de la normale. Ce n’est qu’au 
bout de plusieurs jours qu’on en voit a l’état de détritus, granu- 
leux et irréguliers. 

Lorsque les spirilles périssent & la suite d’addition du sérum 
spécifique, il apparait & leur surface un, deux ou trois grains 
sphériques, homogénes, brillants et ressemblant 4 des goutte- 


lettes d’une substance colloidale. Le corps du spirille devient 


plus mince, perd son éclat primitif et ressemble & un étui vide. 
Aprés une journée ou plus, il est quelquefois difficile de déceler 


Pa 
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méme les traces des corps des spirilles, et méme les boules di- 
minuent visiblement, de sorte qu'il est quelquefois impossible 
d’en retrouver trace. 

Si l’on observe ce phénoméne dans une chambre humide 
4 37°, on peut suivre, pas a pas, la transformation graduelle des 
spirilles. Avec un sérum trés riche en substances bactéricides 
spécifiques, le phénoméne se manifeste au bout de quelques 
minutes. Le spirille ralentit ses mouvements, sur sa surface 
on voit apparaitre, vers son milieu, un petit grain. Les mouve- 
ments s’affaiblissent et ne se manifestent que dans les parties _ 
terminales du spirille. Quelquefois apparaissent encore deux 
ou trois grains sur ces parties terminales ; le spirille devient, 
peu a peu, immobile et plus mince. - 

Si on dépose au bord de la lamelle une goutte de bleu de 
méthyléne, les boules seules se colorent en bleu, chez les spirilles 
altérés; ceux qui ne le sont pas se colorent aussi avec la méme 
intensité que les boules des spirilles détruits. Ces boules ne sont 
done pas autre chose que le contenu extravasé des spirilles. 

Evidemment nous avons affaire ici au phénoméne de Pfeiffer 
typique. Sous l’influence des substances spécifiques du sérum, 
lenveloppe du microbe subit une altération partielle et se rompt 
au niveau des points les plus ramollis; la substance protoplas- 
mique sort et prend la forme sphérique. 

L’exemple du phénoméne de Pfeiffer sur les spirilles confirme 
de la meilleure fagon l’explication donnée & ce phénoméne par 
M. Duclaux dans son Traité de microbiologie. 

Par analogie avec les phénoménes semblables connus pour 
d’autres microbes, il nous faut admettre ici une action simultanée 
sur l’enveloppe du microbe de deux substances: 1° des alexines 
du sérum (les cytases selon la terminologie de M. Metchnikoff); 
et 2° des « anticorps » spéciaux, de la substance sensibilisatrice 
de Bordet ou du « fixateur » du Metchnikoff. 

‘Ces derniers corps supportent le chauffage a 55°-60°, et par 
conséquent le sérum ne doit pas perdre ses propriétés bactéri- 
cides aprés le chauffage jusqu’a cette température. 

Voici en effet quelques expériences qui prouvent qu’il en est 
bien ainsi. 
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3 SURVIE 
2s deg spirilles. 
3 ORIGINE DES SPIRILLES NATURE DU SERUM AJOUTE ile temp.| 
Z ah ae 
T. |Au 2° jour du 2° accés. 126 h.| 52h. 
(Le mal. Pol.) + Sérum bactéricide non chauffeé. Sh.}4h. 4/2 
_ + — — ch. 4/2h.a 56°.) 6h,/1h. 4/2 
_ + — — chy 1/20 he a.60er Ag he |) .3\ hs 
+ — ~ normal, 120 h,| 44h. 
+ — _ de cobaye. 180 h.} 80 h. 
IJ. | Au 2¢ jour du 2° acces. 4124/2) 40 h. 
(Le mal. Kol.) + Sérum non chauffé. 3 h./30 min. 
_ + — _ chaulfé a 55° 1/2 heure. & h,|40 min. 
= + — — a 57e — 4h,/40 min. 
a2 = —-~& 60% Ashes] AS he 
we + — — a622 — 18h 1/2) 2h. 
= 4+. -- — a 64°4/3 heure. 130 h.| 56h. 
_ + — _ normal. 120 h.} 50h. 
III.}Au 3¢ jour du 2¢ accés. 106 h,} 34h. 
(Le mal. Bow.) + Sérum non chauffé. Oh’, |. 4/2: h: 
_ + —  chauffé a 624/2°4/2 heure.| 25h.) 3h. 
nes ——— — a 6404/2 heure. 108 h,| 35 h. 
= + — normal. 400 h,| 42 h. 


Le chauffage du sérum & 55° n’abolit donc pas ses propriétés 
bactéricides, tout en retardant cependant un peu le moment de 
la mort des spirilles. Ce retard tient 4 ce que les cytases du 
sérum chauffé sont détruites ; seules les alexines du sérum con- 
tenantles spirilles sont restées intactes. Les anticorps spécifiques 
fixateurs supportent le chauffage, méme jusqu’a 60°, et restent 
actifs, comme cela résulte, sans aucun doute, des expériences 
sur des animaux qui suivent. Le chauffage & 64° détruit com- 
plétement ces substances immunisantes. 
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LES SPIRILLES DANS L’ ORGANISME DES COBAYES NORMAUX 


M. Gabritchewsky a introduit de petites quantités de spirilles 
(quelques gouttes de sérum additionné de bouillon), dans la 
eavité péritonéale de cobayes, et n’ayant pu déceler des spirilles 
dans !’exsudat dans Jequel il avait constaté l’accumulation (bien 
que trés insignifiante!) de substances bactéricides, il en a conclu | 
qu’au point dinoculation se forment les substances bactéricides, 
qui détruisent les spirilles et donnent au cobaye son immunité 
naturelle. 

Mais il se peut que sil n’a pas retrouvé de spirilles, c’est 
simplement parce qu’il en avait mis trop peu. Pour pouvoir 
observer ce qui se passe avec les spirilles dans la cavité péri- 
tonéale, il faut en introduire uue assez grande quantilé, C’est 
pourquoi, dans nos inoculations, nous n’employions que des 
sérums provenant de malades aux derniers jours de l’accés, et 


-contenant des spirilles en quantité suffisante, 7-10 spirilles dans 
chaque champ microscopique, et nous en injections au moins 


un demi-centimétre cube dans la cavité péritonéale du cobaye. 
Dans chaque expérience on préparait avec ce sérum A spirilles 
une goutte suspendue et que l’on mettait a l’étuye, comme 
témoin. 

Aprés avoir fait injection, on retirait de temps en temps 
Vexsudat & Vaide de tubes effilés, et on V’examinait a l’état 
vivant entre lame et lamelle; en méme temps on faisait une 
préparation en mélangeant l’exsudat frais avec de la solution 
aqueuse du bleu de méthyléne'. 

Trois expériences faites dans cette direction donnérent des 
résultats tout a fait analogues. 3 4 4 heures apres V’injection, 
ces leucocytes commencent & affluer dans la cavité péritonéale; 
aprés 6-7 heures, lexsudat contient déja tant de leucocytes 
quil devient ‘trés* trouble; mais les spirilles conservent leur 
mobilité. Ce n'est qu’au bout de 8-10 heures que nous pouvions 
déceler dans des mononucléaires des spirilles phagocytés. On 


4, La méthode de la coloration & état vivant est tres commode pour déceler 
les spirilles, surtout ceux qui sont en dedans des phagocytes. Les macrophages 
se colorent trés fort dans les préparations fixées. De plus, les spirilles alterés par 
le fixage ne se colorent pas, et ee sont seulement les boules qui prennent la 
couleur, 
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pouvait observer des spirilles vivants encore au second jour et, 
méme par-ci par-la, la phagocytose des spirilles. Dans une 
des expériences (II), nous avons pu retrouver les spirilles encore 
vivants 30 heures aprés l’injection dans la cavité péritonéale. 
Dans toutes ces expériences, nous ne trouvions en dehors 
des cellules que les spirilles mobiles et vivants, et, en colorant 
nos préparations, nous ne pouvions jamais déceler des spirilles 


altérés par le phénoméne de Pfeiffer. Nous ayons pu trouver 


des spirilles vivants encore aprés 24 heures et, dans une, méme 
aprés 30 heures; aprés l’injection de spirilles dans le tissu sous~_ 
cutané, nous avons pu observer la méme vitalité des microbes, 
alors que, dans les préparations-témoins, en dehors de l’orga- 
nisme, les spirilles périrent dans deux expériences aprés 7 heures 
et dans la troisiéme aprés 4 heures. 

Par conséquent, les substances spirillicides ne se forment pas au 
point @inoculation, mais les spirilles périssent en vertu dune lente pha- 
gocytose. — L’exsudat retiré au niveau de l’inoculation, additionné 
de spirilles, n’abrégeait pas non plus leur vie, comparativement 
avec les préparations-témoins. Le sérum des cobayes inoculés 


_ne manifeste aucune propriété bactéricide ni pendant !’expérience, 


ni le lendemain de l’inoculation. 

Nous n’avons pu constater la présence des substances bacté- 
ricides que dans le sérum des cobayes ayant regu deux injec- 
tions successives 4 un intervalle de 24 heures dans la cayité 
péritonéale, et leur apparition n’a eu lieu que 72 heures aprés la 
derniére injection, Un tel sérum abrégeait de 24 heures la vie 
des spirilles, en comparaison avec les témoins; ces derniers 
périssaient aprés 70 heures, tandis qu’apreés l’addition du sérum 
examiné, ils périssaient en 50 heures. 

Or, les substances bactéricides se forment non pas au point de 
Vinoculation, mais dans le sang, et ce n’est qwaprés quelque temps, 
lorsque les spirilles sont atteints par la phagocytose. 


lil 


LES SPIRILLES DANS L ORGANISME DES ANIMAUX IMMUNISES. — LES RAPPORTS 
ENTRE LES LEUCOCYTES ET LES SUBSTANCES IMMUNISANTES 


Apres avoir étudié le mode de réaction chez les animaux 
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réfractaires aux spirilles, nous avons fait quelques expériences 
avec des cobayes, immunisés contre les spirilles : 1° par des 
injections sous-cutanées successives du sérum contenant des 


_ spirilles (immunité active : deux expériences); 2° par des injec- 


tions sous-cutanées du sérum des convalescents (immunilé 
passive ; six expériences). ~ 


Dans trois expériences les cobayes recurent, 24 heures avant _ 


Vinjection des spirilles, un demi-centimétre cube de sérum 
immunisant; dans trois autres, 48 heures avant. Ainsi, dans un 
cas 24 heures, dans un autre cas 48 heures aprés linjection 
de sérum, nous avons introduit dans la cavité péritonéale des 
animaux un 1/2-3/4 c. c. de sérum des malades, contenant des 
spirilles, 

Les résultats de toutes ces expériences sur des animaux 
immunisés soit passivement, soit activement, sont complétement 
concordants. Déjaaprés 10-15 minutes, on trouvait dans l’exsudat 
de la cavité péritonéale des spirilles immobiles ; mais les spirilles 
mobiles étaient encore plus fréquents; aprés 20 minutes, 40 450 
au plus, il était déja impossible de déceler des spirilles mobiles. 
Si lon observe les altérations que subissent les spirilles dans 
l’exsudat, a l’état vivant, ainsi que dans des préparations colo- 
rées, il est facile d’apercevoir que les spirilles se réunissent en 
petits amas, s agglutinent et subissent une dégénération selon 
le type du phénoméne de Pfeiffer. Ces altérations sont tout a fait 
analogues a celles que l’on observe in vitro aprés l'addition du 
sérum immunisant aux spirilles, et que nous avons décrites dans 
le chapitre premier. 

L’afflux des leucocytes dans la cavité péritonéale ne commence 
que 1/2-2 heures aprés inoculation des spirilles, c’est-&a-dire 
quand ces spirilles avaient déja péri en dehors des cellules. Sur 
des préparations colorées avec du bleu de méthyléne, on pouvait 
déceler dans quelques polynucléaires de petites boules colorées, 
analogues a celles qui se forment aux dépens des spirilles, 
comme nous l’avons décrit plus haut. 

Kn continuant l’observation, on voit aprés 5-7 heures appa- 
raitre dans la cavilé péritonéale des cellules endothéliales des- 
quamées — les grands mononucléaires. Quelques-unes d’entre 
elles, si on les examine a I’état vivant, contiennent de grandes 
vacuoles sphériques, remplies d’une substance trouble et gra- 
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nulée 4. Sil’on ajoute a ces préparations en goulte suspendue du 
bleu de méthyléne, au bout de quelques minutes apparaissent 
sous les yeux de l’expérimentateur, dans ces vacuoles, des spi- 
rilles colorés en bleu intense. Le noyau de la cellule est trés 
faiblement coloré, le corps de la cellule ne prend presque pas la 
couleur. Les spirilles conservent quelquefois leur forme sur ces 
préparations; dans d’autres cas on ne voit qu'un détritus gra- 
nuleux. Il faut remarquer de suite que les spirilles, autant que 
Yon peuten juger d’aprés la coloration, ont été englobés par les 
cellules d’endothélium ayant d’avoir subi le phénoméne de 
Pfeiffer, parce que, dans ce dernier cas, ils n’eussent pas pris 
la couleur. Evidemment, ils ont été englobés vivants ou au 
moins inaltérés et ont suecombé en dedans des macrophages, 
par suite d’un autre genre d’altération, différent de celui auquel 
succombe le spirille sous l’influence de l’action extracellulaire 
simultanée des anticorps spécifiques et des alexines. 

Si l'on injecte 1/2 c. c. de sérum contenant des spirilles sous 
la peau de deux cobayes, dont un est immunisé et l’autre est 
neuf, on peut observer chez ces deux cobayes, aprés 20 heures, 
des phénoménes bien différents au point de linoculation : chez 
le cobaye immunisé on constate une infiltration insignifiante et 
un cedéme 4 peine visible, tandis que chez le témoin l’cedéme 
est trés grand et il s’étend loin du point de l’inoculation. 

Chez le témoin, on trouve dans l’exsudat des spirilles libres 
et mobiles; chez le cobaye immunisé on ne trouve de spirilles 
qu’a Vintérieur des macrophages. Mais nous n’avons pu, dans 
aucune de nos trois expériences, chez aucun cohaye, déceler des 
spirilles détruits en dehors des cellules. 

Ainsi la destruction extracellulaire des spirilles, de méme que 
celle des vibrions cholériques, a liew chez les animaux immunisés 
dans des cavités-contenant des alexines libres, mais on ne Vobserve 
jamais dans le tissu sous-cutané, ott Vorganisme ne réagit que par la 
phagocytose. 

En étudiant comment le sérum se comporte vis-a-vis de la 
chaleur, nous avons pu nous convaincre que les altérations 


4. Ces cellules d’endothélium vacuolisées ressemblent beaucoup, & en juger par 
la description, aux cellules vacuolisées de la rate, qu’a observées Contacusene 
dans infection spirillique des oiseaux ; ces cellules contenaient aussi des spirilles 
dans leurs vacuoles; (Annales de l'Institut Pasteur, 1899.) 
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ci-dessus décrites, des spirilles dans la cavité péritonéale, 
s’observent également chez des‘cobayes, qui avaiert recu du 
sérum préalablement chauffé 4 55° pendant une 4/2 heure, et 
méme a 60° pendant 1/4-1/2 heure. . 

Quoique les expériences dans lorganisme démontrent que, 
lorsqu’on injecte des spirilles dans la cavité péritonéale, la 
substance bactéricide s’y trouve a 1état libre et agit directe- 
ment sur les spirilles, tout de méme il est possible que cette 


substance devienne libre par suite de la leucolyse qui se fait 


toujours dans la cavité péritonéale, quand on y introduit des 
substances étrangéres. 

Mais si l’on prend une goutte de lexsudat de la cavité péri- 
tonéale du cobaye immunisé, et si, aprés avoir ajouté une trés 


petite quantité de sérum contenant des spirilles, on l’examine 


aussitét au microscope dans une chambre humide a 37°, on ne 
peut déceler nulle part la destruction des leucocytes, qui s’y 
trouvent en trés pelit aombre et sont représentés surtout par 
les cellules desquamées d’endothéhum. 

Cependant dans ces préparations, 1a ou il est impossible de 
trouver des leucocytes, on peut observer bien vite (dans 5-10 
minutes) que les spirilles cessent de se mouvoir et commencent 
bientot a se détruire. 

Cette expérience démontre, sans aucun doute, que la substance 
fixatrice (la substance immunisante) existe a UVétat libre dans la 
cavilé péritonéale. Nous ne pouvons pas en dire autant des 
cytases ou des alexines, parce que le sérum qui renferme les 
spirilles en contient toujours. 

Nous soulignons tout particuliérement les expériences ci- 
dessus décrites, parce qu’elles nous donnent la clef des expé- 
riences qui sulyent. 

M. Metchnikoff a démontré, pour le vibrion cholérique, que le 
phénoméne de Pfeiffer n’a pas lieu chez des cobayes immunisés, 
si on a préalablement produit une leucocytose dans la cavité 
péritonéale par une injection du bouillon; dans ce cas, on 
nobserye qu’une phagucytose bien marquée, 

On obtient des résultats analogues aussi dans les expériences 
avec les spirilles. — Nous injectons & deux cobayes, sous la 
peau, un 41/2 ou 1/4 c. c. desérum d’un malade, guéri de la fid- 
vre recurrente; apres 24 heures un de ces cobayes recoit dans 
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la cavité péritonéale 3 c, e. de bouillon; l’autre sert de témoin; 

apres 24 heures encore, Eee dire 18 heures aprés Pimthe- 
nisation, on injecte & chacun des deux cobayes, dang la 
cavité péritonéale, un 1/2 c. c. de sérum, contenant une 
grande quantité de spirilles. 

Trois expériences, faites de cette maniére, donnérent les 
résultats suivants : chez les cobayes qui n’ont pas recu de bouil- 
lon, les spirilles périrent entitrement dans la cavité peritonéale 
en dehors des cellules par le phénoméne de Pfeiffer, en 30-40 mi- 
nutes au plus. Chez des cobayes injectés ayec iF bouillon, on 
n’observe pas de pareilles altérations. Dans l’exsudat péritonéal 
aprés une heure, ainsi qu’aprés 3, 4, 5 heures, nous trouvons 
des spirilles mobiles et vivants au milieu d’une grande quantité 
de leucocytes. Ce n’est qu’aprés 8-10 heures que les spirilles 
disparaissent complétement de la cavité péritonale : au moins, 
on n’en trouvait que trés difficilement sur les préparations. 
Aprés 24 heures, il était impossible de les déceler. 

En colorant a l’état vivant l’exsudat péritonéal, il nous était 
impossible de découvrir des spirilles altérés par le phénomeéne 
de Pfeiffer. Mais dans les premiéres portions de l’exsudat ainsi 
que dans les suivantes, jusqu’'au moment de la disparition com- 
plete des spirilles, nous observions toujours, sur les préparations 
colorées au bleu de méthyléne, la phagocytose des spirilles. Si 
nous ajoutons 4 une goutte d’exsudat, prélevé chez un cobaye 
immunisé et contenant des leucocytes en grand nombre, un peu 
de sérum avec des spirilles (par conséquent aussi les cytases), 
nous n’observons jamais (contrairement aux expériences témoin 
avec de l’exsudat sans leucocytes) des altérations des spirilles 
par le phénoméne de Pfeiffer. 

L’absence du phénoméne de Pfeiffer s’observe aussi dans le 
cas ol, une demi-heure aprés [injection des spirilles dans 
la cavité péritonéale d’un cobaye immunisé et préparé avec du 
bouillon, on retire un exsudat riche en leucocytes et en spirilles, 
et que l’on ajoute in vitro une quantité égale de sérum de 
cobaye neuf qui apporte aussi des cytases. Onn’observe pas non 
plus dans ce cas la destruction des spirilles, ceux-ci restent 
mobiles. 

Dans toutes ces expériences, soit dans la cayité péritonéale, 
soit in vitro, & coté des spirilles se trouvaient aussi des cytases : 
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dans les premidres expériences celles du sérum humain, dans 
les derniéres celles du sérum de cobaye, et si les spirilles 
étaient influencés par les substances immunisantes (fixatrices) 
libres, ils auraient di, comme cela résulte des expériences pré- 
cédentes, succomber & l’action des substances bactéricides et 
donner le phénoméne de Pfeiffer. 

Or. la substance immunisante libre (le fixateur) nexiste pas dans 
la cavité péritonéale en présence des leucocytes, ou du moins elle existe 
en quantité trop petite pour manifester son action sur les microbes. 

Que sont donc devenues les substances immunisantes de la 


‘cavité péritonéale des cobayes, qui ont été constatées avant l’in- 


jection du bouillon? 

On trouve la réponse & cette question dans l’expérience sui- 
vante: on injecte & deux cobayes A et B, sous la peau, un 
demi-centimétre cube de sérum immunisant; 24 heures aprés 
on injecte au cobaye B, et encore 4 un cobaye neuf CG, dans la 
cavité péritonéale, 3 c. c. de bouillon. 

Le jour suivant, on trouve chez les cobayes B et C, dans la 
cavité péritonéale, une leucocytose bien prononcée. Sil’on prend 
a présent une gouttelette de l'exsudat des cobayes A et B, et si 
on y ajoute des spirilies in vitro, on constate facilement que le 
phénoméne de Pfeiffer n’a lieu que dans l’exsudat du cobaye A, 
qui n’a pas recu de bouillon. ; ; 

Lorsqu’aprés avoir sacrifié les cobayes B et C, on recueille 
exsudat de la cavité péritonéale de ces cobayes au moyen de 
tubes effilés, et que ony ajoute une quantité trés faible de sang 
d’un cobaye neuf, pour obtenir la coagulation, on a, au bout de 
48 ou 72 heures dans les tubes, qu’on conserve scellés dans un 
endroit frais, de petites quantités de sérum, provenant des 
leucocytes du cobaye B (qui a regu le sérum) et du cobaye C, 
neuf, 

Avec ces sérums on peut faire des expériences sur les spi- 
rilles in vitro. Or, ces expériences montrent que seul le sérum du cobaye 
B, a savoir le sérum provenant de la destruction des leucocytes immu- 
misés, donne le phénomene de Pfeiffer. Le sérum des leucocytes du 
cobaye C (neuf) ne manifeste aucun pouvoir bactéricide. — 

Evidemment, les substances immunisantes qui existaient chez le 


cobaye et dans la cavité péritonéale a l'état libre ont é&é englobées 


chez le cobaye B par les leucocytes, et c’est pourquot on ne trouve pas; 
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dans le dernier cas, le phénoméene de Pfeiffer dans la cavité périto- 
néale. Pendant la coagulation, ces substances s’échappent de 
nouveau du protoplasma des leucocytes et deviennent libres dans 
le sérum. 

On peut done constater dans le protoplasma des leucocytes 
d'un animal immunisé la présence d’une philocytase (ou fixa- 
teur) spécifique. Voyons, & présent, si ces leucocytes n’ont pas 
acquis des propriétés nouvelles (comparativement aux leucocytes 
normaux) vis-a-vis des spirilles. 

Nous avons vu plus haut que, aprés linjection des spirilles 
dans la cayité péritonéale de cobaye neuf, ces derniers sont 
englobés par les phagocytes, mais la phagocytose apparatt bien 
tardivement et évolue trés lentement; si l'animal ne s’infecte 
pas par ces microbes, c’est parce que les spirilles se développent 
trés difficilement dans des milieux autres que l’organisme de 
Vhomme et du singe, et qu'une phagocytose méme trés faible 
suffit pour les détruire. 

La phagocytose ne marche pas plus vite dans un péritoine 
préparé. L’expérience montre que, dans ce cas aussi, les spi- 
rilles qui se trouvent dans le plus proche voisinage des leucocytes 
ne disparaissent pas plus vite de la cavité péritonéale que chez 
le temoin; il a été possible ce les retrouver encore 24 heures 
apres l’expérience. Tandis que si, au lieu des spirilles vivants, 
on injecte des spirilles tués par le chauffage a 50-55° C., ils sont 


-englobés par les leucocytes en quelques minutes. 


L’expérience suivante in vitro démontre cependant que la 
mobilité des spirilles n’est pas la seule cause qui empéche 
les leucocytes de les englober. Si on ajoute 4 une goutte d’un 
exsudat, riche en leucocytes, de cobaye neuf, une quanlteé tres 
petite de sérum contenant des spirilles, et si on examine la pré- 
paration au microscope dans une chambre chauffée, ce n’est que 
trés rarement que l’on observe la phagocytose des spirilles 
vivants. Les spirilles restent souvent bien longtemps sur la 
méme place, accolés 4 une hématie ; quelquefois on trouve dans 
le voisinage un leucocyte, sans que celui-ci tende ses pseudo- 
podes dans la direction du spirille. La conduite du leucocyte 
apparait encore plus étrange lorsque le spirille s’entortille, 
pendant ses mouveménts, dans les pseudopodes d'un leucocyte 
en mouvement, et se trouve de la sorte quelque temps (1 ou 
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2 minutes) en contact immédiat avec le leucocyte. Au lieu d’en- 
glober le spirille, ce qu’aurait fait le leucocyte avec tout autre 
corps étranger, il retire ses pseudopodes et change de place. 
Das les mémes préparations, on pouvait quelquefois observer la 
phagocytose des hématies de l'homme, si ces derniéres étaient 
par hasard injectées avec le sérum et les spirilles. 

Evidemment la plupart des leucocytes du cobaye- normal 
manifeste une chimiotaxie négative envers les spirilles vivants. 

Comme il ressort des expériences précédentes, on n’observe 
pas chez des cobayes immunisés, préparés avec du bouillon, de 
destruction extracellulaire des spirilles dans la cavité périto- 
néale; la phagocytose commence immédiatement aprés l’injec- 
tion des spirilles, et s’opére beaucoup plus énergiquement, toutes 
conditions égales d’ailleurs, que chez le cobaye témoin. 

Le changement de la chimiotaxie chez des cobayes immuni- 
sés apparait encore d’une maniére beaucoup plus démonstrative 
dans des expériences in vitro. 

Si on ajoute & un exsudat péritonéal du cobaye immunisé 
(chez lequel on ne peut pas, comme le montrent les expériences, 
découvrir la présence de la philocytase dans le plasma) du sérum 
contenant des spirilles, et si l'on examine la préparation in vitro, 
sur une table chauffante, on voit que la phagocytose des spi- 
rilles mobiles et vivants commence aussitét et dure pendant toute 
Pexpérience, jusqu’au moment —généralement apres 3-4 heures 
— ou les leucocytes perdent la capacité de se mouvyoir. 

_ Le méme phénoméne de chimiotaxie positive des leucocytes 
s’observe aussi in vitro, si lon examine, dans une chambre 
humide chauffée, une goutte d’exsudat provenant du cobaye 
immunisé et préparé avec du bouillon, auquel on vient injecter 
les spirilles dans la cavité péritonéale; on voit alors dans cette 
goutte d’exsudat le méme phénoméne de phagocytose, qui s’ob- 
serve dans l’exsudat entier dans la cayité péritonéale du cobaye. 

Si on colore! cet exsudat sur la platine chauffante, ou bien 
aussitot qu'il est retiré de la cavité péritonéale de cobaye, on 
constate que, dans la plupart des cas, ce sont les mononucléaires 
qui englobent les spirilles. 

En comparant les résultats de ces expériences avec celles 


4. Le meilleur mode de coloration consiste A ajouter directement sous la 
lamelle une goutte d’une solution faible du bleu de méthyléne, 
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faites avec les mémes spirilles, mais sur des cobayes neufs, il 
est impossible de ne pas en conclure que, aprés immunisation, 
les leucocytes acquiérent la propriété nouvelle qui est la chimio- 
taxie positive, qu’ils ne possédaient pas antérieurement, 

Les expériences, ci-dessus décrites, démontrent de l'autre cdté que 
dans le protoplasma de ces leucocytes immunisés, qui manifestent une 
chimiotaxie positive envers le microbe, se trouve une substance immu- 
nisante — la philocytase — qui possede une affinité chimique spécifique 
vis-a-vis du microbe correspondant. Il est bien possible que ces deux 
phénomenes soient lids entre eux : la présence dans le protoplasma du — 
leucocyte dune substance chimique, possédant une affinité spécifique 
pour Vobjet de la phagocytose, constitue, ace qwil parait, la cause du 
phénomeéne biologique de la chimiotaxie spécifique du leucocyte. Dans 
une pareille corrélation entre le microbe, la philocytase et le leucocyte, 
= la philocytase (substance immunisante) représente la véritable 
substance stimulante des leucocytes dans le sens de M. Metchnikoj/f'. 


IV 
LES COURBES EXPRIMANT LA QUANTITE DES SUBSTANCES IMMUNISANIES 
SPECIFIQUES DANS LORGANISME DES MALADES ATTEINTS DE FIEVRE 
RECURRENTE ET LEUR RAPPORT AVEC LES COURBES DE LEUCOCYTOSE 
DANS CETTE MALADIE 


Pour juger du role des substances immunisantes spécifiques, 
ci-dessus décrites, dans la guérison de la fiévre récurrente, il 
est avant tout nécessaire de chercher comment elles se com- 
portent aux diverses périodes de la maladie. 

M. Gabritschewsky a démontré que les propriétés bacté- 
ricides du sérum n’apparaissent que pendant l’accés, alteignent 
leur plus grande intensité a sa fin pour diminuer avant l’accés 
suivant, 

Mais pour juger de la constance et de la régularité de ce 
phénoméne, il faut comparer les courbes de plusieurs malades 


4, Je ne yeux pas du tout affirmer que tel est toujours le mode d’action dela 
philocytase dans les phénoménes de la phagocytose. Au contraire, si l’on prend 
comme objet de l’expérience les hématies, il est facile de voir que le phénoméne 
de la chimiotaxié positive avee phagocytose, peut étre déterminé par Vaction de 
la philocytasé sur les leucocytes ainsi que par son action immédiate et exclusive 
sur les hématies. Cette question fera Vobjet @uhe prochaine publication, 
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et trouver, ce qui est fort important, pour chaque jour pendant 
toute la durée de la maladie, des coefficients comparatifs du 
pouvoir bactéricide in vitro. C'est ce qui manque precinsmeul 
dans le travail de M. Gabritschewsky '. 

Ce savant a proposé d’exprimer le pouvoir bactéricide du 
sérum par le rapport entre 160 heures (le temps moyen de 
% observations, nécessaire pour déterminer la mort des 
spirilles, quand on ajoute du sérum d’un homme sain), et le 
nombre d’heures nécessaire pour que les spirilles périssent ~ 
quand on leur ajoute une quantité égale du sérum examiné. 
L’auteur appelle ce rapport coefficient de pouvoir bactéricide. 

Mais, comme celadécoule des données de M. Gabritschewsky 
lui-méme, ainsi que de nos propres expériences, le chiffre de 
160 heures, quoique présentant la moyenne exacte des obser- 
vations de M. Gabritschewsky, différe trop des chiffres extrémes 
que l’on peut observer et, par conséquent, il est trop loin de la 
vérité. 

La deuxiéme et la principale source d’erreurs, lorsqu il s’agit 
dexamens quotidiens du pouvoir bactéricide du sérum, c’est 


' Pabsence d’une unité constante de comparaison, puisque, faute 


de culture des spirilles, on est obligé d’expérimenter avec des 
spirilles d'origine variable. Or, la vitalité des spirilles, comme 
nous avons pu nous en assurer sur un grand nombre d’expé- 
riences failes dans cet ordre d’idées, différe tellement d’un sujet 
a l'autre, et suivant les différentes périodes de la maladie (de 
300 jusqu’a 30 heures), que les coefficients basés sur des tels 
chiffres sont tout a fait accidentels et non comparables. En 
d’autres termes, faute de cultures des spirilles, il faut renoncer 


-enticrement & la définition du coefficient absolu de pouvoir 
_ bactéricide. 


Mais les coefficients absolus ne sont pas indispensables pour 
notre but; il suffit qwils soient comparables, ce qui est facile & 
obtenir. Pour cela, les coefficients doivent étre établis de facon 
que les sérums des divers jours du méme malade puissent agir 


1. Tous les expérimentateurs qui étudient la fievre récurrente doivent forcé- 
ment restreindre le champ de leurs expériences, par suite du petit nombre des 
malades et de la courte durée de Pépidémie. C’est pourquoi tous les auteurs — 
et nous-méme aussi bien que les autres —sont obligés de laisser inévitablement 
certaines questions ouvertes. 
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sur les mémes spirilles; la durée de vie de ces derniers dans 
leur sérum servira d’unité de comparaison. 

Pour avoir, dans toutes les courbes aussi, des valeurs absolues 
des coefficients quelque peu comparables, nous prélevions dans 
toutes les expériences les spirilles chez les malades au second jour 
du second accés !. 

L’ordre de l’expérience était le suivant : 

Chaque jour, on comptait les leucocytes chez le malade ?. 
Chez le méme malade on retirait chaque jour, en faisant unepiqtre 
profonde du doigt, 14/2 2c. c. du sang dans des tubes effilés, © 
puis on recueillait le sérum dans un autre tube effilé que Von 
conservait, aprés l’avoir scellé, dans un endroit frais. Nos expé- 
riences nous démontrent que les propriétés bactéricides du sérum 
ainsi conservé ne s’affaiblissent pas méme aprés 2 mois 1/2; 
par conséquent, on ne peut pas s’attendre a voir des oscillations 
dans la force du sérum pendant le temps que dure l’expérience. 

Nous ayons fait de la sorte, pendant toute la durée de la 
maladie et quelquefois méme quelques jours aprés la guérison, 
une provision de petites portions de sérum, qui correspondaient 
a chaque journée de la maladie, aprés quoi on examinait tous 
les sérums simultanément vis-a-vis des mémes spirilles, que l’on 
prenait chez un malade quelconque au second jour du 2° accés. 

L’expérience fut réalisée selon la méthode de M. Gabrit- 
chewsky. 

On place sur une lame stérilisée, a l’aide de tubes effilés du 
méme calibre, deux gouttes voisines; l’une de sérum avec des 
spirilles, et l’autre de sérum a examiner; on en fait un mélange 
homogéne et, aprés avoir recouvert d’une lamelle, on la borde 
avec de la cire. Comme témoin de comparaison, nous avons 
une préparation de ces mémes spirilles, non additionnés d’un 
sérum étranger. Dans quelques cas on faisait l’expérience a 
la température de la chambre et aussi a celle de l’étuve. Dans 
le premier cas on examinait les préparations toutes les 2-3 heures, 
dans l’autre cas toutes les demi-heures, et les préparations, qui 


4. Les spirilles du 2° jour du 2 aceés restent vivants dans le méme sérum 
in vitro de 120 jusqu’& 160 heures. 

2, Pour éviter la leucocytose digestive, on faisait le calcul toujours avant le 
diner (a 10-42 heures) et, pour éviter les erreurs subjectives de Vobservation, tous 
les calculs furent exécutés par le méme expérimentateur (le D* Melkich), a 
Paide de l'appareil Thoma-Zeiss selon la méthode de Thoma. 
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correspondaient aux jours ayant présenté un pouvoir bactéricide 
fort, furent controlées tous les quarts d’heure. 
5 ir expérience al’étuve marche beaucoup plus vite. La réaction 
sur le pouvoir bactéricide est plus sensible, et les coefficients 
sont un pey plus élevés, mais leur rapport reste a a pes le 
méme qu’a la température de la chambre. 

Ce contréle nous. permet d’établir aussi les coeflicients pour 
les sérums, dans lesquels la destruction des spirilles a lieu la 
nuit (entre minuit, la derniére observation, et 410 heures du matin, 
la are) . 

- Si lon remplit toutes ces conditions, il est possible d’obtenir 
des coefficients qui nous semblent étre bien pres de la vérité, 

Ayant fait toutes ces observations sur un malade, nous obte- 
nons pour tout le cycle de la maladie des données quotidiennes 
suivantes: 1° la température; 2° le nombre des leucocytes dans 
i millimétre cube du sang; 3° le coefficient du pouvoir bactéri- 
cide. Si l’on porte toutes ces données sur le méme tableau, on 
obtient des courbes faciles 4 comparer entre elles *. 

Kn tout nous avions 19 malades, chez lesquels nous avons 
compté les leucocytes et chez lesquels nous avons déterminé le 
pouvoir bactéricide tous les jours. En plus de ces malades, nous 
avons obtenu des courbes du pouvoir bactéricide seul, chez 
25 malades. 

Comme on voit d’aprés les courbes, la réaction leucocytaire 
dans le sang pendant la fiévre récurrente est trés prononcée et 
revét un caractére tout particulier que lon ne rencontre dans 
aucune autre infection. Cela est tout a fait naturel si l’on tient 
compte que l’agent d’infection lui-méme se trouve dans le sang. 
Sous ce rapport, la fiévre récurrente justifie complétement 

expression : « Haemitis » introduite par M. Metchnikoff dans 
la pathologie du sang. 

Conformément aux observations de Ouskoff *, nos études 
montrent que les oscillations de la courbe leucocytaire se font 


4. Kn tout nous avons obtenu de telles courbes chez 19 malades, dont nous ne 
citons dans’ ce travail que 4, parce qu’elles sont tout & fait analogues ‘aux 
autres. On trouvera les chiffres détaillés de la hactéricidité, du nombre des leus 
cocytes, ete., sur lesquels sont établies nos courbes, dans la thése du Dr Myelkich: 
Contribution. a. étude de fa ie du typhus récurrent,. qui vient. de 
paraitre.’ a6 aes 

2. Archives des Sciences biologiques, 1983. 
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entidrement aux dépens des polynucléaires, Les lymphocytes ne 
participent pas du tout a cette réaction. 

Mais si l’on compte séparément les mononucléaires, et si l’on 
calcule surtout par rapport au nombre total, il est facile de se 
conyaincre que les mononucléaires aussi, de méme que les 
polynucléaires, interviennent activement dans la pathogénie de 
la fiévre récurrente. Ils fournissent une courbe a oscillations 
moins étendues, mais ressemblant 2 celle des polynucléaires; 
mais cette courbe, dans samarche (l’accroissement et la chute), est 
en retard d’un ou deux jours comparativement avec celle des 
polynucléaires, elle a lair de suivre cette derniére. Ce fait jus- 
tifie encore plus lexpression Haemitis, parce qu il établit aussi 
de la part de Ja réaction des mononucléaires l’analogie avec l’in- 
flammation. : 

Depuis le travail classique de M. Metchnikoff sur la fiévre 


récurrente, qui fut confirmé par une série d’autres études 
(Soudakewitch, Iwanof, Bardach), om considére les polynu-- 
cléaires comme les agents principaux de la destruction des spi-. 
rilles. Comme il ressort de l’examen des courbes, la chute des: 
polynucléaires correspond a la période de Ja crise phagocytaire. 


des spirilles. En ne consultant que la courbe lewonesiaixes nous 
pouvons conclure qu’au fur et 4 mesure que l’organisme s’immu- 
nise, la réaction phagocytaire se perfectionne, Tandis qu’aprés le 


premier accés le nombre de leucocytes tombe assez lentement, 


alors que l’on constate une destruction graduelle de la source 


irritation (les spirilles dans Ja rate), la méme courbe tombe plus. 


rapidement aprés le second accés et encore plus rapidement aprés 
le troisiéme. Aprés la destruction compléte des spirilles, la 
courbe de la leucocytose reprend son caractére normal et ne 
donne plus d’oscillations. 

Le méme caractére typique et régulier appartient aussi a la 
courbe qui montre l’accroissement des substances immunisantes 
dans lorganisme'. Gomme exemple le plus typique que l’on 
rencontre le plus fréquemment, nous pouvons citer celui désigné 
sous le numéro 1. 


Ae Comme la destruction plus ou. moins 3 rapide des spirilles, selon le tyne du 
phénoméne de Pfeiffer, dépend, comme cela était démontré plus haut, dela quan* 


tité relative des substances immunisantes spécifiques, (philocytases) dans | le’, 


mélange, la courbe représentant les variations du pouvoir bactéricide sert en’ 


méme temps d’indicateur de la; richesse relative du sérum en ‘substances immius”: 
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N.-B. — Dans ces tracés, la ligne continue est la ligne des tem péra- 
tures, la ligne a traits est celle du pouvoir bactéricide (c. b.). La ligne 
rouge est celle de la leucocy tose. La ligne pointillée est celle de l’agguti- 
nation. 
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N.-B. — Le malade avait quitté ’hopital du 10 au 45 janvier. 


Comme le montrent les courbes, le coefficient du pouvoir 
bactéricide pendant les derniers jours du premier accés, et 
pendant la premiére apyrexie qui suit l’accés, n ‘alteint jamais 
des chiffres élevés ; il oscille entre 4 et 3; Me n’arrive que trés 
rarement (aux jours de l'apyrexie) j jusqu’a 
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Pendant !e second et le troisiéme accés, dans la majorité des 
cas, conformémentaux observations de Gabritschewsky, le coeffi- 
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cient tombe & des chiffres bas (prés de 1), quoiqu’on renconte 
aussi des exceptions a cette régle; comme le montre la courbe 
n° 2, accés peut avoir lieu aussi quand le sérum contient des 
substances immunisantes en faible quantité. Dans deux autres « 
cas, nous avons pu voir l’accés se produire au moment ou le 
coefficient du pouvoir bactéricide était de 2-3. 


Ce 
fi 
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“Mais Ie fait qui mérite le plus d’attirer notre attention, c'est 
~Yaccroissement rapide du coefficient bactéricide aprés le 
i deuxidme acces et surtout aprés le troisiéme. 

‘Yl faut noter ce fait trés caractéristique, que le point le plus 
élevé de la courbe bactéricide ne correspond pas au jour de la 
-erise ou au jour qui la suit, mais presque toujours au troisiéme 
jour aprés la crise. 

Ensuite, au cours de la seconde apyrexie, le pouvoir bacté- 
ricide, resp. la quantité des substances immunisantes spécifiques, 
tombe rapidement dans les deux jours suivants en atteignant 

| "des chiffres relativement bas j jusqu’au troisiéme acces. 

Aprés le troisiéme ou, pour mieux dire, le dernier accés, le 

“coefficient du pouvoir bactéricide atteint, au troisidme jour, des 
-chiffres élevés (30-40), quoiqu’il manifeste aussi la tendance a 
la chute les deux jours suivants; mais il ne tombe jamais a des 
chiffres bas : aprés s’étre maintenu A des chiffres comparati- 
vement élevés (12-15), ils’éléve de nouveau, et au 7° ou 8° jour 
arrive aux chiffres les plus élevés (& peu prés 60) et reste 
ensuite trés longtemps, sans présenter des oscillations, a la 
‘méme hauteur. | 
Dans un cas, nous avons pu prendre du sang, a de 
petits intervalles de temps, pendant deux mois shies la 
guérison, et l’examen des sérums nous montra que le coeffi- 
cient du pouvoir bactéricide restait tout le temps le méme, a 
peu prés a 60. 

Sila maladie se limite & deux accés, la méme constance du 

coefficient bactéricide s’observe aprés le deuxiime acces 
| (fig. n° 4), 
Si on compare, sur les tableaux ci-joints, les courbes de la 
_leucocytose et des coefficients de la bactéricidité, il est facile de 
_ voir que la teneur du sérum en substances immunisantes ne se 
trouve pas en rapport direct avec le nombre des leucocytes dans 
le sang : le sérum d’un sang qui contenait une grande quantité | 
“de teincocytes est pauvre en ces substances; par contre leur 
“quantité maxima aprés les acoés coincide plutét avec un petit 
nombre de leucocytes. — Mais aussi la destruction des Jeuco- 
nie “oytes. ‘dans te sang (I'hypoleucocytose, produite par la leuco- 
“1yse)-n’est pas non plus la source de ces substances ; leur quan- 
tité maxima a lieu'apras la seconde élévation, aussitét: ‘aprés ‘le 


a 
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dernier accés, lorsqu’on n’observe pas d’oscillations yee 
au point de vue de la leucocytose. ; 
Et cependant la courbe de la bactéricidité, si Yon prend en 
considération son élévation rapide et critique, se trouve évidem- 
ment dans une relation quelconque avec la courbe de la leuco- 
eytose. Les accroissements posteritiques rapides du pouvoir 
bactéricide suivent les accroissements et les eputds rapides de 
la leucocytose. oe 
Comme il n’existe & présent aucun donte,. que la réaction 
leucocytaire avant-critique finit par la phagocytose des. spirilles, 
— il est alors évident que les substances immunisantes, qui se 
trouvent dans le sang aprés la crise, apparaissent comme te 
résultat de la digestion intracellulaire des spirilles, comme cela 
semble avoir Hew en général pour toutes les philocytases 
étudiées jusqu’a présent. Cette conclusion est tout a fait 
d accord avec l’observation, décrite plus haut, sur la formation 
des substances antispirillaires chez des animaux, immunisés 
activement contre les spirilles. eae 
Ce lien entre Paccumulation des substances anti-spirillaires 
et l’hyperleucocytose, resp. phagocytoseantérieure, est manifeste 
non seulement dans les accés typiques, mais encore dans des 
accés dédoublés (fig. n° 2), ainsi que dans des accés qui ne sont 
pas asseznettement caractérisés, accés larvés (voir, par exemple, 
sur la fig. 3 entre le deuxiéme et troisiéme dceés). a Metee 
‘Or, comme cela résulte des expériences sur des animaux, et 
de analyse des courbes de la leucocytose et de la bactéricidité, 
les substances anti-spirillaires spécifiques, étudmes jusqu’d pré- 
sent, apparaissent quelque temps aprés la digestion intracel- 
lulaire des spirilles. 


V 


DE L AGGLUTINATION DES SPIRILLES 


-Heydenreich * a remarqué que les spirilles dans le sang 
des malades de fievre récurrente se réunissent quelquefois 
en déehors de Porganisme | en amas plus ou moins grands, 


4, Etudes histologiques du sang de Chomme dans diver ses maladies, 1875 
(en russe), Sh ey Se SENT ah 
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lesquels, en raison de leur disposition, revétent la forme étoilée. 
Des spirilles, réunis en plusou moins grande quantité en pareils 
amas, ont été signalés dans des préparations du sang, ainsi que 
dans des coupes d’organes (Soudakewitsch !) presque par tous 
les auteurs qui ont travaillé sur la fiévre récurrente. 

Il est trés facile d’observer ce phénoméne si l’on examine 
les spirilles dans du sérum en goutte pendante. 

Au bout de quelque temps on constate, dans ce cas, d’abord la 
formation de petits amas de spirilles agglutinés, puis, par 
suite de soudures nouvelles, il se forme des grands pelotons de 
spirilles, dont le centre se compose de spirilles entremélés 
d’une maniére trés intime, et sur la périphérie desquels se trou- 
vent les spirilles mobiles et disposés en forme de rayons. 

Si l’on prend des observations tous les jours d’une fagon 
réguliére, on ne tarde pas & remarquer que ce phénoméne 
arrive plus vite dans les jours proches de la crise, et qu'il nest 
pas observé du tout pendant les premiers jours du premier 
accés. Il ne commence a se manifester qu’au quatriéme ou 
aucinquiéme jour du premier accés. Pendant les jours qui pré- 
cédent la crise, par exemple la veille du deuxiéme et surtout du 
troisiéme accés, on observe l’agglutination des spirilles au 
moment méme ow I’on fait la préparation. 

Ce phénoméne, par sa nature, ainsi que par le temps de son 
apparition chez les malades, est évidemment tout & fait analogue 
au phénoméne d’agglutination, si bien connu. 

Laméme propriété est constatée aussi dans du sérum pendant 
les jours d’apyrexie, et surtout dans du sérum des convalescents: 
Si on ajoute une goutte de ce sérum a une goutte de sérum 
contenant des spirilles, provenant d’un malade aux premiers 
jours du premier accés, (quand les spirilles ne s’agglutinent pas 
encore dans la préparation témoin), l’agglutination des spirilles 
commence peu de temps apres. 

Kn se servant de la méme méthode, & Vaide de laquelle 
nous avons étudié la puissance bactéricide relative, il est 
possible de pratiquer simultanément l’examen comparatif de 
leurs propriétés agglutinantes, si on prend soin de choisir 
pour l’expérience des spirilles & une période de la maladie, 
quand ils ne s’agglutinent pas eux-mémes. 


4, Ann. de l'/nst. Pasteun, 4894° 
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Si on note le moment d’apparition de l’agglutination dans 
chaque préparation, on peut tracer la courbe des agglutinines 
pour toute la période de la maladie. On trouvera des courbes 
pareilles sur les tableaux 2, 3 et 4. 

Il résulte de ’'examen des courbes que celle de l’agglutina- 
tion ne marche pas paralléllement & la courbe de la puissance 
bactéricide : évidemment ces substances sont d'origine ditfé- 
rente et de valeur différente au point de vue de la pathogénie de 
la fiévre récurrente. 

Ces substances ne se comportent pas de méme sous l’action 
de la chaleur : c’est ce que montre l’exemple ci-dessous, Nous 
citons une des expériences avec le sérum d’un convalescent au 
21° jour aprés le troisiéme accés : 


Coefficient 
COMMENCEMENT Survie de la 


de l’agglutination. |des_ spirilles puissance 
bactéricide. 


SPIRILLES SERUM 


Du 4¢ jour du Trés faible aprés|40 heures, 
2° accés. 9 heures. 


+ |Le s. d’un homme sain} Nulle aprés [80 — 
(témoin). 9 heures. 


+|Le s. bactéric. pas ch.}| Complete dans |4/2 heure. 
40 minutes, 
chauffé ; 
4/9 h. | 62 1/20, 2 heures. 


+/Le s. bactéric. chauffé 
4/2 h. 64°. 


‘Or, le chauffage & 64° pendant une demi-heure détruit com” 


plétement les substances immunisantes, et n’affaiblit pas du 
tout l’action des agglutinines. 

Par conséquent, si nous voulons exclure de lexpérience le 
phénoméne bactéricide, afin de donner a l’agglutination le temps 
pour se manifester plus fortement, il suffit de chauffer le sérum 
jusqu’a 64° et de refaire la méme expérience pour comparer 
les propriétés agglutinantes du sérum. Plusieurs expériences 
réalisées dans cette direction nous montrérent que le caraclére 
des courbes ne change pas, c’est-d-dire que la présence des subs- 
tances bactéricides n’influe pas sur le phénoméne de l’aggluti- 


tees 2 > 


ie 
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nation. Au n® 4 est représentée une de ces courbes, obtenue 
avec du sérum chauffé a 64°. 

Seulement les substances agglutinantes n’apparaissent pas 
dans le sérum en dehors de l’organisme. Evidemment elles 
existent et exercent leur influence aussi dans le plasma. 

Pendant les jours caractérisés par une notable teneur en 
agelutinines, on peut observer des spirilles réunis en petits 
amas dans le sang méme, si l'on examine la préparation immé- 
diatement apres la prise du sang; on peut observer le méme 
phénoméne aussi sur des préparations colorées. Il est vrai 
quwici le phénoméne ne se présente pas avec la méme netteté, 
mais cela doit é6videmment tenir au mouvement rapide du sang 
qui empéche l’agglutination des spirilles de se faire dans les 
grandes veines et d’atteindre les capillaires. 


GONCLUSIONS. - 


On peut considérer comme solidement établis par les expé- 
riences ci-dessus exposées les faits suivants : 

I. Dans lorganisme des malades atteints de la fiévre récur- 
rente, se forment des substances qui possédent une affinité spé- 
cifique pour les spirilles; ce sont (a) des agglutinines et (b) des 
substances immunisantes' (fixateurs) es 

II. Le fixateur, comme le montrent les expériences sur 
des animaux et l’examen des courbes, apparait comme résullat 


de la digestion intracellulaire des spirilles. 


III. Le fixateur spécifique combiné a Valexine (la cytase) du 
sé6rum constitue la cause de la destruction des spirilles’ en 
dehors de l’organisme in vitro; les altératians des spirilles qu’on 
y observe sont tout a fait analogues & celles du phénoméne de 
Pfeiffer. : 

IY. La dissolution extracellulaire des spirilles a lieu aussi 
ehez des animaux immunisés dans les régions de lorganisme 
(la cavilé péritonéale), od, simultanément avec le fixateur, peut 

4. Il a été prouvé, par une expérience directe, que le sérum des convalescents 
de ta fiévre récurrente contient: une substance immunisante. M. Fwanoffa pu, avec 
an tel serum, conférer Pimmunité aux singes susceptibles & la_fidyre récurrente, 


(Iwanorr, Sur la question de Uimmuniteé artificielledans la fievre récurrente, 1897 
eth FWaset)s Us 8 2 tee aoa SES eet" S 2) ROSES Sek eek Spe ete SRnOee ee 


“30 i a B25 dik Ite ais ithe een oon eee ee Bk GR a 


IMMUNITE DANS LA FIEVRE RECURRENTE. 523 


intervenir aussi la cytase, qui se trouve a l'état libre dans le 
plasma. 

V. S'iln’y a pas d’alexine libre (eavité sevitonéals des ani~ 
maux traités avec du bouillon ou de l’aleuronate, tissu sous- 
cutané), la destruction extracellulaire des spirilles chez des 
animaux immunisés ne s’observe pas : les spirilles disparaissent 
par phagocytose. 

VI. La substance immunisante (fixateur) sert d’intermé- 
diaire entre le spirille et le leucocyte, en transformant la chi-° 
miotaxie négative du dernier en chimiotaxie positive. 

Nous formulons cette derniére proposition sous une forme 
générale, étant donné qu'il est possible d’admettre deux modes 
d’action de la substance fixatrice. 

1° Les leucocytes absorbent le fixateur; le protoplasme ny 
leucocyte, dont la substance albuminoide contient la molécule 
de fixateur, acquiert ex ipso l’affinité chimique (propre au fixa- 
teur) vis-a-vis de lobjet de la phagocytose; cela se manifeste 
biologiquement par la réaction phagocytaire. 

On peut tirer cette conclusion en se basant sur nos expé- 
riences sur les animaux immunisés. 

2° Le fixateur, qui se trouve a l’état libre dans le plasma, est 
fixé sur les spirilles auxquels il communique l’affinité chimique 

pour le protoplasma des leucocytes; il en résulte le méme 
phénoméne, la phagocytose. 

Nous considérons cette hypothése comme admissible, quoi- 
‘que, comme nous l’ayous vu, on ne peut pas obtenir le phéno- 
-‘méne de Pfeiffer, si l’on fait agir les alexines sur des spirilles, 
qui se montrent bien puesoox tenis dans l’organisme des animaux 
-immunisés, 

Il est possible gue, pour que la phagocytose se rlanifeate; il 
-suffise 4. son objet de fixer beaucoup moins de fixateur qu’iln’en 
-faut pour que se manifeste l’action des alexines. 

_ VH. Comme cela résulte de toute une série de recherches 
faites par les élaves de M. Metchnikoff, le plasma ne con- 
tient pas d’alexine a l’état libre ; — que la substance immuni- 
sante agisse del’une, soit d’autre maniére, nous ne pouvons 
pas attendre dans. le sang-la destruction extracellulaire des 
-spirilles, que l’on-observe.in vitro. noe | 

Et en effet personne n’a eneore prouvé par une observation 
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directe la destruction extracellulaire des spirilles dans la fiévre 
récurrente. La conclusion, formulée dans ce sens par M. Gabri- 
ischewsky, n’est basée que sur l’analogie avec la destruction des 
spirilles i vitro, et auteur n’a pas tenu compte de l’absence des 
alexines dans le plasma. Dans nos propres expériences sur le 
sang avant la crisé, dans plus de 50 cas, nous n’avons pas pu 
trouver une seule fois dans le sang des spirilles détruits ou 
altérés selon le type du phénoméne de Pfeiffer. 

VIII. En nous basant sur ce quiprécéde, nous devons admet- 
tre que la crise phagocytaire est déterminée par l’accumulation 
dans l’organisme, 4 ce moment donné, d’une quantité suffisante 
de fixateur, soit que celui-ci soit lié aux leucocytes, soit qu'il se 
trouve dans le plasma fixé sur les spirilles. 

En effet, les courbes montrent que le coefficient du pou- 


voir bactéricide, au jour de la crise, atteint 2, 3 et méme 4. 


Mais il nous faut l’estimer encore un peu plus haut, si l’on 
tient compte qu'une partie des substances bactéricides fut 
dépensée pour la destruction des spirilles qui se trouvaient dans 
le sérum pris pour l’expérience. 

L’expérience directe montre que le sérum contient, a la 
veille de la crise, une grande quantité de substances immuni- 
santes resp, defixateur, lié aux alexines qui se sont forméés dans 
le sérum. 

Déja au bout d'une heure, 2 ou 3 du plus, 4 la température 
-de lachambre, on peut voir dans un tel sérum des spirilles 
altérés & la facon du phénoméne de Pfeiffer, et la destruction 
définitive des spirilles a lieu dans 40 heures, en moyenne, quel- 
quefois méme dans 20 heures. 

Si Pon note chaque jour le temps pendant lequel les spiril- 
les restent dans le sérum des malades atteints de fiévre récur- 
rente, ce que nous faisions dans tous les cas dans lesquels 
nous étudions aussi la courbe du pouvoir bactéricide par la 
méthode décrite plus haut, il nous est facile de nous convain- 
cre que, plus on est prés de la crise, plus les spirilles périssent 
vitein vitro. Sil’onenvisageles rapports qui existent entre le temps 
de la destruction des spirilles au second jour du second accés et 
le temps de leur destruction dans les autres jours des accés, on 
tobtiendra une série des coefficients montrant l’accroissemen 
de la force bactéricide du sérum. 
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Nous pouvions nous convaincre par de telles expériences 
que ces coefficients, comme on pouvait s’y attendre, sont un 
peu plus élevés que ceux portés sur nos courbes, quoique la 
dittérence ne soit pas considérable; par exemple : au lieu de 2, on 
obtient 3: au lieu de 3, on constate 4 ou 6, mais pas plus. 

D’ot proviennent alors les substances fixatrices chez les 
malades de fiévre récurrente, si l'on admet que la phagocytose 
des spirilles n’a lieu que pendant la crise? 

Or, én réalité cette supposition n’est pas tout a fait vraie. 


Soudakewitch! a vu que la phagocytose s observe non seulement 


dans la rate, mais aussi dans le sang, 

Iwanof? put déceler, dans le sang pendant l’accés, des spirilles 
phagocytés. Aprés avoir fait une grande provision des prépara- 
tions du sang de nos malades, nous le colorames aprés la fin 


de la partie expérimentale de ce travail, et nous ptiimes nous — 


convaincre aussi qu’en examinant le sang des malades, méme 
3 jours avant la crise, il est possible d’y constater des leucocytes 
ayant englobé des spirilles. Plus on est prés de la crise, plus 
souvent on rencontre ce phénoméne de phagocytose, : 

Certes, on rencontre dans la fiévre récurrente, de méme que 
dans les autres maladies infectieuses, méme mortelles, parmi la 
masse de microbes, des individus plus faibles, qui résistent 
moins contre la phagocytose ; de méme dans chaque organisme, 
dans la masse de leucocytes, on en trouve qui sont plus adaptés 
a la phagocytose. Et une fois le procés de la digestion intracel- 
lulaire des microbes commencé, il conduit inévitablement 4 
Vaccroissement graduel du fixateur jusqu’a ce que ce dernier 
se trouve accumulé en quantité suffisante pour que la chimiotaxie 
négative des leucocytes puisse se transformer en chimiotaxie 
positive et que la crise phagocytaire puisse apparaitre, 

Et la quantité, comparativement énorme, de fixateur que l’on 
trouve aprés la crise n’est que le résultat de la digestion de 
toute la masse des spirilJes, qui se trouvaient dans le sang, et 
par conséquent ne peut nullement influer sur l’apparition de la 
crise. 

IX. Lacrise phagocytaire eee sans doute aussi a1’accu- 


mulation des eee : les tableaux des leucocytes, englobant - 


TE 6 
2. Gentralol. fiir Bacteriologie, 1897. 
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toute une masse de spirilles, décrits par Metchnikoff et Sou- 
dakewitch, s’expliquent facilement si on admet que le leucocyte 
s’empare a la fois d’un petit amas entier des spirilles agglutinés, 
et ne les phagocyte pas un par un. Pour ce qui concerne l’accu- 
mulation des spirilles dans la rate, ot on observe en effet la 
phagocytose pendant la crise, il faut prendre probablement en 
considération leur propriété de s’agglutiner. 

Sil’on examine comparativement les courbes de la leucocy- 
tose, de la bactéricidité et de agglutination, il se présente a 
Vesprit plusieurs questions présentant une grande importance 
au point de vue dela théorie de Pimmunité. | 

Pourquoi en effet les anti-corps spécifiques aprés la premiére 
crise, resp. apres la premiere vaccination, se forment-ils en petite 
quantité, et pourquoi leur production augmente-t-elle aprés 
chaque crise? . 

Pourquoi disparaissent-ils si vite de l’organisme aprés les 
premiéres crises, en ne lui communiquant qu’une immunité pas- 
sagére et pourquoi, par contre, se fixent-ils d’une fagon perma- 
nente dans l’organisme aprés le dernier accés, en lui communi- 
quant une immunité définitive ? 

La fiévre récurrente, en comparaison avec d'autres maladies, 
présente, d’aprés notre avis, de grands avantages pour résou- 
dré ces questions. . i 

- Mais, a notre regret. il nous était impossible d’aborder ces 
questions, parce que celles-ci se sont présentées a nous a la 
fin de notre travail, c’est-a-dire apres la fin de l’épidémie. 

Le présent essai d’étude systématique du rédle des agents 
chimiques dans le mécanisme de la guérison, resp. l'immunité, 
montre une foisde plus quel’ étude dumoded action de ces facteurs, 
que l’école humorale considére comme les agents principaux de 
Yimmunité, ne contredit pas du tout la théorie phagocytaire 
de Metchnikoff, mais au contraire elle lui donne une nouvelle 
base solide, en ecartant toute une série d’objections qui ont été 
formulées auparavant par l’école humorale. a 


ee 


NOUVELLES RECHERCHES SUR LE FERMENT MANNICIQUE 


pak MM. U. GAYON er E. DUBOURG 


Dans un travail inséré dans ces. Annales en 1894, nous avons 
fait connaitre un ferment produisant de la mannite aux dépens 
du lévulose, et présenté une premiére étude de son action sur 
le sucre interverti et sur le mott de raisin. Nous complétons 
aujourd'hui cette étude et nous l’étendons a différents hydrates 
de carbone des groupes hexoses, saccharoses et pentoses. 


| 
GENERALITES 


Voici d’abord des indivations d’ordre général sur la vie du 
ferment : : 

1° Aciion de la chaleur. — Pour déterminer la température la 
plus favorable a son développement, on a fait des cultures com- 
paratives, avec un méme liquide nutritif et une méme celeehevs 
dans des étuves réglées a différents degrés. 

Au bout de trois semaines, on a lox le sucre disparu, la 
mannite apparue, l’acidité formée, et l’on a obtenu par litre de 


liquide : 


A 150 \ 250 \ 350 A 430 

Ge Gr. Fi Gr. G i 
Sucre disparu.......... 20,92 21,44 34,19 16,66 
Mannite formée....... « 42,56 42,88 De 11,04 
Acidité totale en SO‘H?, = 5,16 5,54 8,50 4,66 


—  volatileenSO‘H?.. 2,67 2,79 4,62 Mae. 


Une température de 35° environ est done celle qui convient 
le mieux au ferment; c’est ce qui .explique la production de 
mannite, quand la yoadsiigs en cuve -afteint ce degré de chaleur, 


1, M, Laborde a montré qu'il ya @autres: ferments mannitiques (Annales de la 
Brassevie, 1, page 337, 1898); mais il n "est question ici que du microbe isolé par 
nous, a Pétat de pureté, en 1894. See 
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Au-dessous de 35°, la vitalité du ferment diminue et devient 
4 peu prés nulle au voisinage de zéro; au-dessus de 35°, elle 
diminue également jusqu’a la mort des cellules. La connaissance 
de la température mortelle présente un intérét pratique en ceno- 
logie, par exemple pour la pasteurisation des vins menacés de se 
manniter aprés décuvaison. . 

Pour la déterminer, on a rempli une série de petits tubes 
en verre mince, cylindriques, de 1 millimétre environ de dia- 
métre, avec du liquide en pleine fermentation mannitique ; puis, 
on a chauffé ces tubes, par groupes, dans un bain-marie porté 
successivement de 55 a 60°. A chaque degré, la température 
était maintenue constante pendant 2 minutes, et dans ce 
temps, tous les quarts de minute, on retirait un tube qu’on 
refroidissait rapidement. Avec le contenu de ces tubes, on a 
ensemencé une série de matras de culture qui ont été laissés 
pendant trois semaines dans une étuve 435°. L’examen micros- 
copique et le dosage de l’acidité ont alors montré que toutes les 
cultures faites avec du ferment chauffé a 55, 56 et 57 degrés, 
méme pendant deux minutes, avaient donné les mémes résul- 
tats que les cultures témoins : a ces températures, le ferment 
n’avait été ni tué ni paralysé. Mais dans les cultures faites avec 
les tubes chauffés 4 58, 59 et 60 degrés, l’effet de la chaleur 
s’est manifesté, s’accentuant avec le degré et la durée de la 
chauffe. Voici, en effet, la marche de l’acidité dans ces essais : 


Temps de chaufte - ___Acidité totale produite par litre. 
en quarts de minute. i B80 & 590 & 600° 

Y Gr. Gr. Gr. 

4 6,9 6,9 6,9 

2 6,9 6,9 6,9 

3 6,9 > 6,9 6,9 

4 6,9 6,9 6,9 

5 6,9 6,9 6,4 

6 6,4 3,6 4 

7 4,0 3,5. 0,0 

8 0,0 0,0 0,0 


On voit que le ferment a été tué en 2 minutes A 58° et 
en £ minute 3/4 & 60°; mais, avant d’étre complétement. 
stérilisé, il a subi un affaiblissement progressif qui s’est tra- 
duit par une diminution correspondante dans l’acidité formée. 
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La méme semence, préalablement diluée dans de l’eau sté- 
rilisée, pour affaiblir Pacidité du milieu, n’a été tuée qu’a la tem- 
pérature de 59° et au-dessus. 

Il résulte de la que, pour prévenir la fermentation mannitique 
dans les vins encore doux ou dans les moits, il faut les pasteu- 
riser & une température d’au moins 60 degrés, 

2° Action des antiseptiques. — Les principales substances 
antiseptiques connues ou préconisées pour la conservation des 
boissons fermentées ont été essayées, pour la plupart, 4 des 


doses de 1/1,000, 4/5,000, et 1/10,000. Comme il fallaig 


s’y attendre, les résultats ont légérement varié avec la constitu- 
tion des liquides de culture. Voici, par exemple, ceux qui ont été 
obtenus avec du bouillon Liebig renfermant 60. grammes de 
sucre et une acidité de 3 grammes par litre; les chiffres inscrits 
au tableau indiquent les poids de sucre fermenté dans le méme 
temps ; 


Nom de = Doses d’antiseptique 
lantiseptique. 4/4000 475000 «1 /10000 
A Gr. Gr. Gr 
fo  ACIGE WOLIGUC) <5. eee es 33,3 » ne) 
2. Acide arsénieux......... 0,0 0,0 0,0 
3. Sublimé corrosif..... ee 00 0,0 0,0 
4. Sous-nitrate de bismuth., 0,0 0,0 0,0 
5. Carbonate de bismuth... — 0,0 0,0 0,0 
6. Sulfate de cuivre....... AO 0,0 8,3 
7. Fluorure d’ammonium... 0,0 0,0 3,8 
8. — de potassium... 0,0 3,8 4,6 
oe _ de sodium..... 0,0 3,9 6,6 
40. Acide salicylique....:... 0,0 0,0 0,0 
414. Salicylate de soude...... 0,0 24,8 28,4 
BE DVO Pesan acs) os, oon oot 0,0 2,8 Oaks 
Asse Na pObOb ges asides 0,0 29,2 36,5 
Ape ON DT ASLOLL act ath arene aia lerctas 33,3 » » 
Ae NSRPEOIeEE ook ad cease 33,3 » » 
AGSSeD iano Be se 31,3 SIT 38,3 
Pie Salo) eae os hails oh os 33,3 » » 
AS seo PANU sats, a «oe Rercicins 33,3 » » 


Les cultures témoins ont donné, dans les mémes conditions, 
de 33 & 38 grammes par litre de sucre fermenteé. 
On voit que, pour un méme milieu, le bouillon Liebig sucré, 


les substances essayées se sont comportées comme suit : 
34 
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10 Substances actives a 0st,10 par litre: 
Acide arsénieux. ‘Carbonate de bismuth. 
Sublimé corrosif, Acide salicylique. 
Sous-nitrate de bismuth. 

20 Substances actives a 08t,20 par litre: — 
Sulfate de cuivre: Fluorure d’ammonium, 


30 Substances actives a 1 gramme par litre: 


Fluorure de potassium. Thymol, 
Fluorure de sodium. Naphtol. 
Salicylate de soude. 


40 Substances inactives & 1 gramme par litre : 


Acide borique. Phénol. 
-Abrastol. ; Salol. 
Asaprol. : Tannin. 


Avec le mout de raisin, le classement s’est trouvé un peu 
different. Pour quelques substances, le pouvoir antiseptique a 
diminué; ainsi, le fluorure de potassium et le naphtol ont été — 
inactifs 4 la dose de 1/1,000; le fluorure d’ammonium n’a pro- 
duit d’effet qu’a la dose de 1/1000. 

Par contre, pour d’autres substances, le pouvoir antiseptique 
a augmenté : ainsi, le fluorure de sodium, le salicylate de soude 
et le thymol ont été efficaces & la dose 2/10000 et le sulfate de 
cuivre ala dose de 1/1009. 

Lorsque la quantité d’antiseptique employée n’est pas suffi- 
sante pour enrayer complétement la fermentation, elle peut 
la ralentir; l’effet est alors proportionnel & la dose, comme le 
montrent les chiffres trouvés pour les fluorures de potassium 
et de sodium, le salicylate de soude, le thymol et le naphtol. 

D’autres expériences ont montré que l’action d’un antisep- 
tique ne parait modifiée ni par la proportion ni par lage du 
ferment maunitique, qu’elle est la méme sil est ajouté au mo- 
mentde l’ensemencement ou au milieu d’une fermentation. 

Au point de vue pratique, bien peu de substances sont inté— 
ressantes, car les unes sont toxiques et d’autres sont peu actives 
aux doses susceptibles d’étre employées sans altérer l’odeur et 
le gout du vin, 

Il n’y a guére que le sous-nitrate de bismuth dont l’emploi, 


ih 
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aux doses efficaces de 10 & 20 grammes par hectolitre, puisse 
étre considéré comme & peu prés sans danger pour la santé 
publique. A ces doses dailleurs, loin de géner la fermentation 
alcoolique, il la favorise au contraire ¢, 

La méme remarque s’applique au fluorure d’ammonium, dont 
Yaction favorable sur la levure a été mise en évidence par 


-M. Effront?. 


3° Influence de Vacidité du miliew. — L’acidité joue un réle 
important dans le développement du ferment mannitique; une 
expérience déja publiée a montré que la quantité de sucre trans- 
formé en mannite est exactement en raison inverse de l’acidité 
primitive, et qu’avec Vacide tartrique, une dose de ce corps, 
équivalant & 7 grammes environ d’acide sulfurique par litre, 
empéche toute fermentation. 

Aussi les motts de raisins peu acides donnent-ils facilement 
des vins mannités, et convient-il, comme |’a préconisé M. Carles ° 
de les remonter avec de l’acide tartrique pour assurer la régu- 
larité et la pureté de leur vinification. 

Les acides n’ont pas tous la méme action, et le ferment 
supporte mieux en général les acides organiques que les acides 
minéraux, comme le fait voir le tableau suivant, ou l’on a 
exprimé en acide sulfurique les doses au dela desquelles, dans 
nos expériences, tout développement a cessé : 


Acide acétique........ glen .... 42 grammes par litre, 
ae TEAL Loe RoR aaa trata: sven Sante —_ — 
— citrique....... een t it: 9 —_ — 
sSNA CULT UO mts eck apates Ref ant SS _ — 
See Se PLU POM UC aa.6 tre-d.0P eiere  ac0 7 — — 
a=-tattrique: 7..7..4; Oni ene wae = _ 
— sulfurique........ Amide eee (ea a 
SPS NIM EQUC i prs s hace pa te eee aie = 
= chlorhydrique........ visas ao = 
— phosphorique............ ote, aes 


Il semble, d’aprés ces chiffres, que la totalité des acides fixes 
et volatils, engendrés pendant la fermentation mannitique, ne 
puisse pas étre sensiblement supérieure a léquivalent de 
42 grammes dacide sulfurique par litre. En fait, cependant, 
cette proportion est dépassée dans des liqueurs suffisamment 

1, Gayon et Durgtit, C. R., t. CI, page 883, 1886. 


: Se oa ee oe , 1894. 
" Bulletin de la Société chimique (3), tome V, page 731, 
3. Feuille vinicole de la Gironde et Moniteur vinicole, juillet 1893, 


Secon ae ay 
SS > 


en 
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contentrées; l’apparente contradiction s’explique parce que, dans 
une culture normale, le ferment Vit d’abord dans un milieu & 
peu prés neutre et que ses eénérations successives 8 ‘habituent 
progressivement aux doses croissantes d’acidité. 

Comme un excés d’acidité libre géne le ferment, il est néces- 
saire, sil’on veut obtenir la transformation de grandes quantités 
de sucre, de maintenir une neutralité relative par l’addition de 
carbonate de chaux. 

4° Influence du milieu de culture. — Le mott de raisin con- 
venablement dilué constitue un bon milieu de cullure; mais on 
le remplace avec avantage, au point de vue minéral et azoté, 
par de l’extrait Liebig dissous dans l’eau a la dose de 20 a 
30 grammes par litre, ou mieux encore par de l’eau de levure 
préparée avec 20 a 25 0/0 de levure pressée. Avec le bouillon 


-Liebig sucré, le liquide reste limpide, la fermentation est lente 


et ilne se dégage en apparence aucun gaz; avec l’eau de levure 
sucrée au contraire, le liquide est opalin, et quelquefois un peu 
trouble; la fermentation est plus rapide et il peut se former, 
comme I’a observé le premier M. Laborde ', des bulles de gaz et 
méme de la mousse. Ce gaz est de l’acide carbonique qui, dans 
le premier cas, se diffuse & mesure qu'il se produit, tandis que 
dans le second cas, il sature le liquide et s’en dégage a la fois 
par bulles et par diffusion. 

Lorsqu’on cultive le microbe dans un milieu trés nutritif, 
comme l’eau de levure sucrée, il présente la forme de batonnets 
allongés ressemblant beaucoup a ceux de la tourne a l’élat 
jeune, mais plus dodus et beaucoup plus segmentés; s’il vieillit 
dans ce milieu, ou sil est ensemencé dans des liquides moins * 
nutritifs, comme le bouillon Liebig sucré, il se résout en trés 
pelits articles serrés les uns. contre les autres et formant des 
amas tout a fait caractéristiques; le ferment de la tourne ne 
présente jamais ce dernier aspect. 

Un assez grand nombre de substances sont fermentescibles; 
d’autres au contraire restent completement inattaquées par le 


microbe mannitique. Voici comment se répartissent celles que 
nous avons essayées : 


4. Sur les ferments des maladies du vin (C. R., 25 avril 4898). 
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4o Substances qui fermentent, ___20 Substances qui ne fermentent pas. 
Lévulose, Mannite. Amydaline. 
Sorbose. Dulcite. Arbutine. 
Glucose. Sorbite. Coniférine. 
Sucre interverti, Tréhalose, Esculine. 

— neutre. Fécule. Populine. 
Galactose. Inuline. Tannin. 
Mannose. Glycogéne, Acide lactique. 
Saccharose. Gomme. —  succinique. 
Maltose. Dextrine.. _— malique. 
Lactose. Arabinose. — tartrique', 
Raffinose. Erythrite. — citrique. 
Xylose. Glycérine. 

Glycol. 
Alcool. 


_ Dans le premier groupe, on ne trouve que des hydrates de 
carbone & molécule bien définie, a l’exclusion des acides orga- 
niques, des alcools, des polysaccharides amorphes et des glu- 
cosides. _ : aes 

On remarquera que les deux pentoses isoméres, le xylose et 
larabinose, ne se comportent pas de méme vis-a-vis ‘du ferment 
mannitique et que le premier seul est décomposé. 

Parmi les sucres hydrolysables, le tréhalose se distingue 
aussi, par sa résistance, du saccharose, du maltose, du lactose 
et du raffinose. 

Enfin, parmi les hexoses, le lévulose occupe une place a 
part, car il donne seul de la mannite, de telle sorte que notre 
ferment n’est vraiment mannitique qu’en présence du lévulose. 

5° Culture simultanée du ferment mannitique et de la levure 
alcoolique. — Ces deux organismes se rencontrent quelquefois 
dans la cuve de vendange, il est intéressant de savoir dans 
quelle mesure ils peuvent se géner mutuellement. Nous savons 
déja que la levure n’empéche pas la fermentation mannitique, 
mais nous allons voir que le ferment mannitique nuit au 
contraire sensiblement au développement de la levure. 

Deux fioles de méme contenance, renfermant le méme 
liquide sucré et ensemencées simultanément avec du S. pasto- 

4. Nous avons reconnu de nouveau que Ja créme de tartre reste inattaquée, 
méme en milieu legérement sucré, a¢robie ou anaérobie. Le ferment manni- 
tique, comme nous l’avons déja dit, est done différent du ferment de la tourne ; 


et, loin de vivre dans te milieu précédent, il y meurt au contraire au bout d’un 
temps relativement court, deux mois environ. 


/ 
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rianus, ont fermenté et donné, lune et autre, au méme 
moment 7,4 0/0:d’alcool. On a ajouté alors du ferment manni- 
tique & l'une des cultures, sans rien modifier a l’état de la 
seconde, et l’on a fait des essais comparatifs des deux liquides, 
_ 4 jours et 16 jours aprés. Les analyses ont donné, par litre : 


Aprés 4 jours Aprés 16 jours 
Tn ee = 
avec ayec S. pastorianus avec avec S. pastorianus 
S, pastorianus et fermant S. pastorianus et ferment 
seul, mannitique, seul. mannitique. 
: Gr. Gr, Gr. Gr, 
Sucre restant Jeals) 37,88 0,00 48,52 
— disparu 35,35 24,62 62,50 43,78 
Alcool 25,40 7,20 30,40 10,40 
Acidité 0,17 2,90 0,65 4,60 
Mannite 0,00 7,07 0,00 15,87 


Le sucre a done disparu moins vite en présence des deux fer- 
ments qu’avec la levure seule; et, de plus, une partie de ce sucre 
a servi a faire de la mannite et non de l’alcool. Du poids de 
l'alevol formé,-on peut déduire le poids de sucre ayant fermenté 
alcooliquement et l’on trouye : 


Aprés 4 jours. Aprés 16 jours. 


Gr. Gr, 
Avec le S. pastorianus seul........... metro 48,20 62,50 
x -— et le ferment mannitique. 14,92 21,53 


La présence du microbe mannitique a done réduit des deux 
tiers enyiron l’activité du §. pastorianus. 

Voici une expérience ot l’on peut mesurer ala foisles actions 
inverses et réciproques de ces deux organismes. Trois fioles ont 
élé ensemencées en méme temps, l'une avec le ferment manni- 
tique seul, l’autre avec une levure alcoolique seule, et la troisisme 


Sucre disparu, — Alcool formé. 
4, Avec le ferment mannitique...... 32sr, 44 traces 
2. -— la levure alcoolique Somitnre ae 149,75 728r,00 
3. — le férmentetlalevure...... 87,04 24,21 


On déduit de la que 61 #, 18 seulement de sucre, au lieu de 
149 &. 75, ont fermenté alcooliquement dans la fiole n° 8 et que, 
par suite, le ferment mannitique géne le développement de la 
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levure ; quau eontraire, lalevure n’a pas géné le ferment man- 
nitique, puisque any -ci a pu, malgré cette symbiose, attaquer 
358,86 au lieu de 328", 4, qu il avait fait disparaitre en vivant seul. 
Il résulte de ces a que, si le ferment mannitique apparait 
dans une cuve de vendange, dans certaines conditions de cha- 
leur, la leyure alcoolique ne sera pas génée seulement par 1’élé- 
vation de le température et par l’aleool déja produit, elle le sera 
encore, dans une large mesure, par ce ferment de maladie. 


Il 
FERMENTATION DES HEXOSES 


i° Lévulose. — Ce sucre fermente avec une admirable faci- 
lité, quelle que son origine, et toujours il donne de la mannite, 
des acides fixes, des acides volatils, de la glycérine et une cer- 
taine proportion d’acide carbonique. 

Pour établir l’équation complete de la fermentation, il faut 
en doser tous les produits: mais si l’on ne veut que suivre la 
marche d’une expérience, il suffit de doser un quelconque des 
éléments de la réaction, la mannite par exemple, ou mieux 
encore, parce que leur détermination est plus facile et plus 
rapide, le sucre disparu, l’acidité totale ou l’acidité volatile. 

a). Mannite. — On sait qu'elle se décéle aisément par la for- 
mation de cristaux caractéristiques, obtenus en concentrant a 


une douce température, dans un verre de montre par exemple, 


quelques centimétres cubes de liquide de culture ; ses houppes 
soyeuses sont visibles en général en moins de 24 heures ; mais 
leur apparition peut étre retardée pendant deux ou trois jours 
lorsque la solution renferme un excés de matiéres étrangéres, 
sucre ou substances nutritives, avec une proportion relativement 
faible de mannite. 

On facilite sa eristallisation en faisant fermenter préalable- 
ment les matiéres sucrées et en déféquant la liqueur par le sous- 
acétate de plomb, ou mieux encore avec de l’oxyde jaune de 
mercure. 

Pour la doser, nous avons appliqué la méthode décrite dans 
notre premier mémoire ; de nouveaux essais synthétiques nous 
ont montré en effet qu'elle est exacte toutes les fois que la 
mannite peut cristalliser franchement par_évaporation. 


OT Dew ee 
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-Voici les chiffres que nous avons obtenus dans différentes 


Haniiions de-culture : # 
Poids de levulose: Mannite formée 
fer’ té, 
Conditions de la culture. par ii “ e. se Ee ce. 
- Gr. Gr. 70/0 
fig : Halal ee eee es 5512 $62, 70/ 
2. { Hau de levure, dans le vide..... o12 3,63 64,9 
Bae |i aan Qc aire eee 93 AAS eae 
b. ee danse vide = ele 11,28 58,2 
ie ; en grande surface © 42,95= = 6333 
6. id.” ) en profondeur. .. | 20,45 13,08. 64,0. 
q__) pins convene (Gana le vide... ) = . 12,86 64,5 
8. Eau de levure dans le vide........ 14,52 10,43 74,8 
Des = = sor eeaieia 51,26 33,39  . 65,4 — 
40, en grande surface 41,68 64,2 
44. > Bouillon Liebig } en profondeur... 19,08 44,92. 62,5 
Res dans Je vide..... 41,80 64,8 
43. — a lair, sans craie. 37,35 26,62 71,3 
44, — — avec craie. 39,36 26,48 — 67,3 
45, —- _ — 437,85 9955 == 124 
16, — — — 218,00 158,64 72,8 


Le poids de sucre qui se décompose en milieu acide ne_ 
dépasse guére 70 grammes par litre; mais, en présence de la 


craie, on peut atteindre prés de 250 grammes, et obtenir jusqu’a 


175 grammes de mannite par litre. 


On voit que la proportion de mannite formée n’est pas cons- 
tante, et qu’elle dépend, dans une assez large mesure, de la 


nature du liquide nutritif, de sa richesse en principes utiles, des’ 


conditions initiales d’aération ou de vide, 8 la neutralité ou de 
Vacidité de la culture, etc. 

Elle dépend en particulier des quantités de sucre mis & fer- 
menter et devient relativement faible dans les solutions faibles 
de lévulose, alors qu’inversement dans les mémes conditions, 
comme on va le voir, l’acidité augmente : la mannite cristal- 
lise alors difficilement et ne peut guére étre décelée dans les 
cultures ayantrenfermé moins de 2 grammes de lévulose par 
litre ; au-dessus, on obtient des cristaux caractéristiques, méme 
sans dole ioe préalable, 

Dans les liquides complétement fermentés et abandonnés a 
eux-mémes, nous n’avons jamais constaté de diminution dans 
la mannite, malgré un contact prolongé avec le dépot du fer- 
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ment, Celui-ci ne vit pas d’ mlletes dans les eclolvens nutritives 
de mannite. 

Les autres produits de la fermentation offrent des variations 
analogues a celles de la mannite. 

b). Acide acétique. — L’acide volatil da 4 Vaction du ferment 
mannitique sur la lévulose est de l’acide acétique pur; nous en 
avons donné la preuve en appliquant la méthode Duclaux !a une 
culture en bouillon Liebig; il n’est pas inutile de montrer quil 
-en est de méme avec |’eau de levure*. Voici en effet quelles ont 


été dans la distillation fractionnée de 110 c.c.d’un liquide acide, ~ 


extrait d’une fermentation achevée, les valeurs de B, comparées 
a celles qui caractérisent l’acide acétique pur, 


Valeurs de B. 
“Culture. Acide acétique®. __Diifférences, 
BI a ae So ne. 6,0 Bia Se et 
Bieri 1 ee cisert hy 12,3 12,2 See | 
ites ts os Oey 18,9 18,7 20.2 
7 aera ea Lae OnS 25,6 + 0,2 
ane mes ea eee 32,9 S207 + 0,2 
Ree ae are eatin 40,6 40,4 0.2 
s Disp e aed 48,7 48,7 Se 0.0 
Sas es Sete Yas a7 5 0,0 
ee RES yeh enc eee ee 67,4 67,5 —.0,4 
ile Spe ae se ier 80,0 80,0 =7-0,0 


Les quantités d’acide acétique produit, par rapport au poids 
de sucre disparu, ont varié dans les limites suivantes, pour des 
cultures renfermant 20 grammes et plus de lévulose par litre : 


Avec l’eau de levure a l’air, de 13,3.0/0 a 16,2 0/0 
— — . dans le vide.. 13,0 — 15,9 
Avec le bouillon Liebig al’airsanscraie. 13,4 — 15,7 
= — aveccraie. 42,8  — 15,6 
— danslevidesanscraie. 43,9 — 14,5 


La proportion ne reste pas constante pendant la durée d’une 
méme fermentation, mais elle varie relativement peu. Ainsi en 
8 mois elle est passée de 13,8 2 12,8 0/0 de sucre disparu dans 
du bouillon Liebig additionné de craie, ot 240 grammes de lévu- 
lose par litre avaient fermenté; et, en 18 jours, elle est passée 


‘4, Voir plus loin la note relative au glucose, 
2. Ductaux, Microbiologie, tome III, page 386. 
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de 14,4 a 13,4 0/0 dans de l’eau de levure sans craic, pour 
70 grammes de sucre total disparu, 

Les différences sont beaucoup plus grandes, si l'on compare 
des cultures renfermant peu de lévulose avee des cultures de 
richesse moyenne ; dans les premieres, l’acide acétique est heau- 
coup plus abondant que dans les secondes. Des solutions crois- 
santes de lévulose dans une méme eau de levure ont donné : 


Léyulose par litre, Proportion 
dacide acétique formé. 


1 gramme. 34 0/0 
2 grammes. 27,5 
4 _ 24,8 
8 — 18,1 
12 = 16,8 
16 _ 44,5 


La richesse en acide acétique décroit done quand le poids 
de lévulose mis & fermenter augmente; elle tend a rentrer dans 
les limites normales pour des solutions contenant environ 
15 grammes ou plus de sucre par litre, 

c). Acide lactique. — Sauf une petite quantité d’acide succi- 
nique, dont il sera question plus loin, les acides fixes produits 
pendant la fermentation mannitique du lévulose sont constitués 
par de l’acide lactique. Les proportions de ce corps sont sou- 
mises a des yariations de méme grandeur que celles de l’acide 
acétique; nous avons trouvé en effet : 


Avec eau de levure a l’air.......... de 9,80/0 a 45 0/0 
— — dans le vide........ 11,0 — 45,0 
Se ee ort 9,8 — 13,9 


Le poids d’acide lactique formé est en général inférieur a 
celui de l’acide acétique; il ne le dépasse que rarement. 

Dans les diyerses phases d'une méme culture, la proportion 
change peu; elle était, dans une expérience, de 15,3 0/0 du sucre 
disparu au boutde 5 jours, et se trouvait encore de 14,90/0au 
bout de 18 jours, bien que le poids de lévulose fermenté eat plus 
que doublé d’une analyse a l’autre. 

Comme Vacide volatil, l'acide lactique se produit-plus abon- 
damment dans les solutions faibles que dans les solutions riches 
en lévulose; 42 gr. de sucre par litre, la proportion dosée était 
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de 27,5 0/0; &4 gr. dans le méme milieu, elle est descendue & 
14,8 0/0, et a 8 er. elle n’était plus que de 10,1 0/0. 

Pour rechercher la nature de l’acide lactique produit par la 
fermentation mannitique du lévulose, ou a fait du lactate de zine, 
qu’on a purifié par eristallisations et lavage a l’eau alcoolisée. 

Une partie des échantillons a été redissoute et soumise a des 
cristallisations fractionnées. Tous les sels ainsi obtenus ontensuite 
&té étdiés comparativement au point de vue de leur solubilité a 
la température ordinaire, de leur eau de cristallisation et de leur 
pouvoir rotatoire. 

La solubilité a été déterminée en évaporant les solutions ala 
température de 30°; Veau de cristallisation a été obtenue en 
chauffant le sel 4 160°, et la rotation a été mesurée en degrés 
saccharimétriques avec des solutions saturées. Le tableau sui- 
vant donne les résultats de ces opérations : 


Eau de 
Solubilité, cristallisation, Rotation. 
Lactate d’une ire fermentation, 
Wers CPISCAUK |. sul saps 2,20 0/0 17,9 0/0 + 0,4 
= fi eal ge a ON OY SR 2,76 “ieee + 0,4 
Cee eee st Ag era 2,15 17,5 + 0,4 
Bnsemble ye. Sox. 3,40 Ab; A + 0,3 
Lactate d’nne 2¢ fermentation. 
fers eristaMy. os. a scene 2 a2 18,3 + 0,4 
ST ieee ea A arr 2,24 18,2 + 0,4 


Le lactate inactif cristallisant avec 18,4 et le lactate actif avec 
12, 9 0/0d’eau, le premier ayant une solubilité voisine de 2 et le 
second supérieure & 5, on voit que le lactate de zine obtenu dans 
nos expériences est du lactate inactif mélangé avec une trés 
petite proportion de lactate droit. Et comme le pouvoir rotatoire 
de l’acide lactique est de sens contraire a celui de son sel de zinc, 
il en résulle que l’acide lactique di au ferment mannitique est 
un mélange d’acide inactif et d’une petite quantité d’acide gau- 
che. 

d). Acide carbonique. — Apres plusieurs essais plus ou moins 
heureux, nous nous sommes arrétés au dispositif suivant pour 
doser l’acide carbonique produit pendant la fermentation : 

— Un ballon Pasteur 4 deux cols ayant été rempli du liquide 
de culture, on étire avec soin et l’on ferme a la lampe la tubu- 
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lure principale; on étrangle la tubulure latérale et on coiffe son 


-extrémité par un tube de caoutchouc muni d’un tube a bourre 


de coton. Le ballon est alors stérilisé en entier a l’autoclave ; 
apres refroidissement, on fait l’eusemencement avec les précau- 
tions d’usage, et, inclinant la tubulure latérale, on la relie & 
une trompe 4 mercure. On fait le vide ee et l'on ferme 
l’étranglement au chalumeau. ae 

Quand la culture est terminée, on fixe sur la tubulure prin- 
cipale le tube en caoutchouc de la trompe a mercure, de fagon 
que l’extrémité étirée y remonte de quelques centimétres; on 


fait le vide et l’on s’assure que l’air extérieur ne pénétre par 


aucune fuite; alors, inclinant la pointe de la tubulure sur les 
parois du caoutchouc, on la brise par simple pression, et le gaz 


produit pendant la fermentation commence a se dégager. On 


régle son écoulement, s’il est nécessaire, a l’aide dune vis de 
pression qui aplatit plus ou moins le tube de caoutchouc. : 

Avant de se rendre dans les éprouvettes graduées ot on le 
recueille, la gaz se desséche sur de la ponce sulfurique; on arréte 
la trompe aprés un commencement d’ébullition du liquide, quand 
le volume du gaz n’augmente plus d’une facon sensible. 

Le gaz était complétement aborbable par la potasse et exempt 
d@hydrogéne. 

Le poids d’acide carbonique a été calculé en tenant compte 
de la température et dela pression ; comme il était desséché pen- 
dant son dégagement et que le mercure employé était lui-méme 
desséché sur de l’acide sulfurique, il n’y avait pas lieu de faire 


de correction tenant a la présence de la vapeur d’eau. 


‘Les résultats obtenus dans divers essais se trouvent consi- 
gnés dans le tableau suivant : 


Lévulose total Acide carbonique produit. 
Liquide de culture. disparu. “Poids. Proportion. 
Gr. Gr. 
Kau de levure.......... 14,52 0,974 6,7 0/0 


eS ee as 6,135 0,682 10,3 — 
Pg lt ee 7,783 0,947 4247 
REIL Se Gacy 82,625 6,063 7,34 
Rare a. 5,724 0,544 8,98 


On retrouve pour l’acide carbonique, comme pour l’acide 
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acétique, l’acide lactique et la mannite, des variations dépendant. 
des conditions dans lesquelles ont été faites les cultures, 

Il résulte de la que, pour avoir le tableau complet des trans- 
formations d’un poids donné de lévulose, on ne peut établir des 
moyennes, et qu'il faut, dans chaque cas, doser tous les produits 
engendrés. Faisons ainsi pour quelques expériences, et nous. 
aurons des exemples d’équations de la fermentation mannitique. 


I II Ill IV 


Acide acétique... 413,40/0 14,9 0/0 44,60/0 13,0 0/0 


— lactique.... 9,9 41,5 13,9 45,0 
— mannite... 71,8 62,9 60,0 65,1 
— carbonique. 6,7 10,3 {4,3 wee) 


Tels sont les poids, variables, d’acides fixes, d’acides volatils 
et de mannite produits par 100 grammes de lévulose. Pour 
chercher s’ils représentent tout le sucre fermenté, on ne peut en 
faire Paddition, parce que la mannite est plus hydrogénée et 
Pacide carbonique plus oxygéné que le lévulose. 

Il vaut mieux faire le bilan du carbone seul. On trouve ainsi 
par le calcul, pour 100 grammes de carbone initial : 


I II I IV 


Carbone contenu dans Vacide acélique.... 43,4 14,9 14,6 13,0 
-- — slactique.*23: LOR 1A Ds 18, One 480) 
— Poni mannite.....,.. 71,0 62,2. 59,3 64,4 
Se ee ens Vacide carbonique.. 4,6 7,0 WGsTh * Sea) 

Dog CINGRS| © 1 tie tie fi rE es aia Ad 99,0 93,6 955 97,4 


Il résulte de ces chiffres que les produits étudiés renferment 
la plus grande partie du carbone du lévulose mis a fermenter ; une 
faible partie a été utilisée par le ferment pour sa constitution, et 
nous allons voir qu’une autre partie a servi 4 la production 
d’acide succinique et de glycérine. 

e). Acide succinique. — La recherche de ce corps et celle de la 
glycérine ont un intérét particulier, en raison de leur formation 
constante dans la fermentation alcoolique, mais la présence de 
quantités relativement grandes d’acide lactique et d’acide acé- 
tique rend cette recherche assez délicate. Voici la marche que 
nous avons suivie pour l’acide succinique : 

On concentre au bain-marie 300 centimetres ren de liquide 
fermenté; l’acide acétique se volatilise; on ajoute ensuite du 
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sable caléiné au produit sirupeux ainsi obtenu, et l’on traite suc- 
cessivement, a froid, oud chad dans un appareila déplacement;~ 
par l’éther seul, ou par un mélange d’éther rectifié et d’alcool 
absolu & parties égales. On réunit les liqueurs et on évapore les 
dissolvants; il reste un liquide sirupeux gu’on abandonne pen- 
dant quelques jours dans une atmosphére séche et qui ne tarde 
pas & se remplir de cristaux blancs, pailletés et légers. On lave 
ces cristaux avec une soluttion saturée et glacée d’acide succini- 
que pur, qui enléve l’acide lactique et la glycérine s'il y ena; 
comme ces cristaux sont légers et difficiles 4 mouiller, ils flot- 
tent en partie sur la solution succinique ; aussi, pour les séparer, 
ne peut-on pas se contenter de décanter celle-ci, comme on le 
fait pour le dosage de la creme de tartre par le procédé Pasteur ; 
il faut les recueillir sur un filtre. 

Aprés le lavage, le filtre est d’abord bien égoutté, puis séché 
dans le vide sulfurique; les cristaux se détachent alors facile- 
ment et on peut les peser. Si l’on desséchait le fillre dans une 
étuve, on s exposerait a voir les cristaux disparaitre par redisso- 
lution dans l’eau qui imprégne encore le papier du filtre. 

On sépare encore les cristaux avec facililé en jetant tout le 
magma sur une plaque poreuse; quand toute la partie liquide a 
été absorbée, on lave avec une petite quantité de solution satu- 
rée froide d’acide succinique. 

En appliquant la méthode, nous avons toujours obtenu de 
ces cristaux dont l’aspect et la forme cristalline sont identiques 
a ceux de l’acide snccinique pur et sec. Chauffés dans des tubes 
fins, dans de l’huile de vaseline, en méme temps que ce dernier, 
ils ont fondu & la température de 180°; ils se sont volatilisés et 
sublimés & une température plus haute, exactement comme 
Pacide témoin. Enfin, ils ont le méme pouvoir de saturation 
pour les bases, pour l’eau de chaux par exemple, comme le 
montrent les chiffres suivants. 


Poids d’acide Volume d’eau Acide succinique 
dissous. de chaux, caleulé. 
Acide succinique pur. . Ost ,046 (Tec, 7 Ost 0453 
Acide de fermentation. 0,014 5,2 0,0133 


C’est donc bien de l’acide succinique. 
Dans un dosage portant sur 300 c.c. d’un liquide ayant fer- 
menté avec 20 grammes de lévulose par litre, on a trouvé 
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0s',037 de cet acide, soit 08,123 par litre ou, pour 100 grammes 
de sucre, 0#',615. Il est intéressant de rapprocher ce chiffre de 
celui 0s",65, que Pasteur a trouvé pour l’acide succinique pro- 
duit par la fermentation alcoolique de 100 grammes de saccha- 
rose. 

f). Glycérine. — Cette substance a été recherchée par la 
méthode Pasteur, et on a obtenu un liquide ayant tous les carac- 
téres de la glycérine: onctueux, de saveur douceatre, se vapori- 
sant en fumées blanches d’odeur un peu acre, et prodilant de 
Vacroléine A chaud apres mélange avec du bisulfate de potasse. 

On ne peut songer a la doser par celte méthode, car des 
essais synthétiques ont montré qu’on ne la retrouve pas, et a 
beaucoup prés, tout entiére. 

La méthode de M. Laborde‘ donne des résultats plus 
satisfaisants : dans des essais synthétiques, on a retrouvé, 
a5 0/0 prés, la glycérine ajoutée; appliguée au liquide fer- 
menté lui-méme, sans traitement préalable au sous-acétate de 
plomb et sans concentration, elle a donné, pour cent de lévu- 
lose* : ; 


Culture satis traie; -.s..6.65..5.. 1,50 0/0 de glycérine. 
Culture avec craie..........5 006 0,93 — 


La craié diminue donc la proportion de glycérine formée ; 
ét, comme en sa présence, le microbe a une vie plus facile, que 
la fermentation est plus active, on retrouve 1a un fait de méme 
nature que celui observé par M. Laborde dans la fermentation 
alcoolique par les levures ordinaires’; 

g). Poids du ferment. Quand une culture est achevée, on la 
retire de l’étuve et on l'abandonne pendant quelques jours 4 ‘la 
température ordinaire. Peu & peu, tout le ferment se tasse au 
fond dti matras; et le liquide surnageant devient limpide. On 
décante celui-ci avec précaution, et, quand il commence a se 
troubler, on le verse sur un filtre taré. Le dépot est lavé ensuite 
avec de Veau pure et, aprés dessication, on a le poids du fer- 
ment, En opérant ainsi avec 710 c. c. de liquide ayant contenu 


1. Mém. dela Soe. des Sc. phys. et nat. de Bordeaux, 1895. 

2. Des essais directs ont montré que Veau de levure employée ne renfermait 
ni acide Succinique ni glycérine. 

3, C. R. de VAcadémie des Sciences, aotit 1899. 


te 
% 


544 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


168',29 par litre, soit au total i12',566 de lévulose, on a obtenu 
Qe,272 de ferment sec, soit 2,33 0/0 du lévulose fermenté. 

Si, maintenant, on calcule le carbone contenu dans l’acide 
succinique, dans la glycérine et dans le ferment, en supposant 
que celui-ci, assimilé a de la matiére albuminoide, en renferme: 
84,3 0/0, et qu’on l’ajoute a la moyenne du carbone contenu a 
la fois dans l’acide acétique, l’acide lactique, l’acide carbonique 
et la mannite, on aura, avec une approximation qui ne dépasse 
pas lalimite des erreurs d’expériences, la répartition du carbone, 
et par conséquent du lévulose entre les produits essentiels de 
sa fermentation, savoir : 


Carbone 

Acides acétique, lactique et carbonique, mannite...... 96,88 
Acidemuctiniquée.. 5... ws en.s ee Se Vee 0,25 
Gly cepene 2. vt ne de ct ee reer eee 0,59 
FeNMeNt, MANN MIPS se koe erate eietatate be ole alge 4,28 
Nota sac es 99,00 


Le lévulose se retrouve ainsi complétement, et l’on peut 
dire quen dehors des substances étudiées, sa fermentation 
n’en produit pas d’autres, ou du moins quelle n’en produit 
qu’en quantités infinitésimales : 

h). Equation de la fermentation. — La formation de acide 
lactique et de l’acide acétique, aux dépens du lévulose, s explique 
facilement par un simple dédoublement. On a en effet : 


Roursacidelactiqueavemse seseeuae ek CSH*t20& = 2C3H®OS 
_ ACOUGUC.. yc enrieteasurees GSH4205 —3C2H G2 


‘Pour la mannite, qui renferme un exces d@hydrogéne, il faut 
faire mtervenir l’eau dont l’oxygéne servira & former de l’acide 
carbonique. L’équation suivante rend compte de la réaction. 


13C°H!208 + 6H?O0 = 12 CSH'#08 + 6 C02 


Il résulte de cette équation que le rapport de la mannite a 


acide carbonique est de 3 = 8,3. . ei 


C’est donc dans le méme rapport que ces deux corps devraient 
se trouver dans les produits de la fermentation mannitique, s’il 
n’y avait aucune perturbation. En fait, dans V'expérience IV, ona 
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6 - - la r la 1 
eu 5 = 8,9, chiffre qui confirme le précédent et par conséquent 


r Sana proposée. 

Il semble, d’aprés cela, que les trois réactions puissent étre 
indépendantes, et que le ferment soit capable de faire, suivant 
les cas, ou de l’acide acétique seul, ou de l’acide lactique seul, 
ou de la mannite, sans augmentation de l’acidité de la liqueur. 
La chose ne s’est cependant jamais produite dans nos expé- 
riences et tous ces corps se sont toujours formés 4 la fois. 

L’acide succinique et la glycérine sont peut-étre a la fois des 
résidus de la vie du microbe et des traits d’union entre les 
autres produits de la fermentation. 


2° Glucose. — Le glucose fermente avec moins de facilité 
que le lévulose, et encore faut-il que le milieu soit trés riche en 
aliment. Des cultures comparatives, faites dans des eaux de 
levure préparées avec une méme levure pressée, mais de con- 
centrations différentes, contenant chacune le méme poids de 
sucre par litre, ont donné, au bout d’un mois, toutes choses 
égales d’ailleurs : 


Glucose disparu par litre 


Richesse de l’eau de levure. En poids. Proportion. 
a Gr # 
POO ies fermen Nerd mat ebasroloe sa canes 10,34 53 0/0 
Wen seme s Sass iat ete Sot ps ese nt ot 4,58 2315 
Deer wees aoe eee. Malas Lid acoder 3,10 45,9 


Si donc on veut obtenir des fermentations abondantes, il faut 
employer des eaux de levure trés concentrées. Il en est de 
méme avec le bouillon Liebig, dont la dilution a 3 0/0 est beau- 
coup plus favorable qu’une dilution plus faible 42 ou a 1 0/0. 

La quantité de glucose fermenté ne dépend pas seulement 
de la richesse du milieu en principes nutritifs ; elle dépend aussi 
de son acidité, car elle ne dépasse guére 20 a 25 grammes par 
litre si les acides produits par la réaction restent libres, tandis 
qu’elle dépasse 60 grammes, si on les neutralise par la craie. 

Les moindres influences peuvent modifier la rapidité de la 
fermentation; ainsi, dans une fiole complétement pleine de 
liquide de culture, il a disparu, dans Je méme temps, plus de 
glucose que dans une fiole de grande capacité, mais trés incom- 
plétement remplie : 15#",19 seulement par litre dans la seconde 

35 
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au lieu de 24 grammes dans la premiére, et 19%",26 dans une 
fiole 4 demi pleine. SA 

Quelles que soient les conditions de la culture, on n’obtient 
jamais de mannite, Ce corps est remplacé par de l'alcool éthy- 
lique, qui se trouve mélangé, comme la mannite dans la fermen- 
tation du lévulose, avec de l’acide acétique, de l’acide lactique, 
de Vacide succinique et de la glycérine ; il se fait aussi de 
l'acide carbonique qui se diffuse sans donner de bulles dans le 
bouillon Liebig et qui, au contraire, produit une mousse plus 
ou moins abondante dans l’eau de levure concentrée. 

a). Acide acétique. — L’acide volatil engendré pendant la 
fermentation est del’acide acétique pur!, comme avec le lévulose. 

Les proportions d’acide acétique ont varié dans d’assez 
grandes limites; on a trouvé : 


Dans eau de levure, de5,5 a 11,9 0/0 du sucre fermenté. 
— bouillon Liebig, de 5,2 a 12,6 <= a 


Les écarts.sont plus grands qu’avec le lévulose; mais, dans 
les mémes conditions, le glucose donne toujours moins d’acidité 
volatile. 

L’influence de la richesse nutritive du milieu, de sa nature, 
de lage de la culture sont ici particuliérement sensibles. 
Ainsi, dans Vexpérience citée plus haut, faite avec des eaux de 
levure de concentrations variables, on a obtenu les proportions 
suivantes d’acide acétique pur par rapport au poids de sucre 
fermenté : 


Avec eau de levure a 20 0/0,............. ‘ 6,3 0/0 
= — Re ia Renn, 1 Stead tre 8,0 
= = Oh Baw chald eon tae ee 14,9 


1. En dosant les acides volatils en eau de levure, il faut naturellement tenir 
compte de ceux qu’on sait exister dans leau de levure lorsqu’elle n’a pas été 
récemment lavée et égouttée, ou lorsqu’elle n’est pas fraiche. Ces acides, qui ne 
sont pas a Pétat libre, mais qui distillent en présence de Vacide sulfurique, sont 
de Pacide acétique mélangé d’un peu dacide propionique ou @acide butyrique. 

Comme, aprés fermentation, la culture renferme des acides fixes et des acides 
volatils, le dosage de ces derniers est faussé en quantité et en qualité par le 
déplacement et la mise en liberté des acides volatils de l'eau de levyure. La cause 
d’erreur est d’autant plus importante qu'il y a moins d’acide acétique produit 
parla fermentation ou moins de sucre décomposé, Elle reste au contraire sans 
effet sensible, et risque de passer inapercue, dans les fermentations abondantes, 
comme celles qu’on peut obtenir avec le lévulose, Avec la levure de brasserie 
fraiche, bien lavée et 6gouttee, nous n’avons pas eu les mémes inconvenients, 
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L’acide acétique augmente donc quand l'eau de levure 
> . . . . . 7 . . . 
s appauvrit, il diminue au contraire avec la dilution du bouillon 
Liebig; en effet, on a trouvé avec celle-ci : 


Dans l’extrait Liebig & 3 0/0.............0.. 11,5 0/0 
net ees ok ie Bee itis Ries eae 9,7 
ou and Pon ea erste sk ok RRR: 7,0 


Pendant la durée d’une méme culture, l’acidité volatile 
augmente non seulement en valeur absolue, mais méme relati- 
vement au poids total du sucre disparu, comme le montre le 
tableau suivant : 


Durée Sucre Acide acétique formé. 
de la fermentation. disparu. ~ Poids. Proportion. 
Gr. Gr. 
PB TOUPS oe tk ke ». 45,30 0,346 2,26. 0/0 
Bir eee ee 20,04 1,304 6,54 
eI areas SK are 32. 020;69. 4,969 7,38 
Stee ocaee bt 30,45 2,904 9,53 


Ces variations étant, en général, corrélatives de variations 
correspondantes dans la quantité d’acide lactique formé, nous 
y reviendrons un peu plus loin. 

Contrairement a ce qui arrive pour le lévulose, la richesse 
en acide acétique n’augmente pas pour les trés faibles doses de 
glucose fermenté. Pour des solutions renfermant respective- 
ment de 1 4 5 grammes de sucre, la proportion d’acide volatil 
na varié, en effet, que de 10,8 4412 0/0. 

b). Acide lactique. — 11 se forme beaucoup plus abondam- 
ment qu’avec le lévulose, mais toujours en proportions variables 
avec les conditions de culture; ainsi, il a oscillé entre 25 et 

34 0/0 dans des fermentations complétement achevées en eau 
de levure, et de 30a 44, 5 0/0 en bouillon Liebig. 

Il est de méme nature que l’acide dérivé du lévulose, et il 
donne les mémes sels de zinc, ayant les propriétés suivantes : 


t EACSEEWA (0) Tne Ae payee ee OG UU ae a AL I Se + 0,4 
CSCC UAPHOD IAS Rba Za Sole a On Re CA a Me ge 2.52 
GBEGr ae HOU SGate eet pcs teamed ead ssc Gece raiar ataN Male sae 18,06 


Il est done constitué par de l’acide inactif mélangé avec une 


trés petite quantité d’acide gauche. 
Si lon suit sa production aux diverses phases dune méme 
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fermentation; on constate qu'il augmente. en valeur absolue, 
mais que sa proportion, par rapport au sucre disparu, diminue. 
Ainsi, dans ’expérience ci-dessus, qui donne les variations de 
Vacide volatil, ona obtenu : 


i lactique formé. 
Durée de la Acide lactiqu 


fermentation. Sucre. dispara. Poids. _Proportion. 
Gr. Gr. 
2 jours....... 15,30 3,471 33,76 0/0 
Bee ree ee 20,06 6,909 34,48 
Dine Miguel a) 20:69 nA ae 9,304 34,86 
Ryo a 30,45 9,264 30,42 354 


Voici encore une expérience ot l'on retrouve les mémes 
fails, et ou l’on voit en méme temps la marche ascendante de 
Vacidité totale exprimée en acide sulfurique. 


Acidité totale Acide acétique formé. ~ Acide lactique formé. 

Durée Sucre en ee ee 

de la fermentation. disparu. acide sulfurique. Poids. ~* Proportion. Poids. Proportion. 

Gr. Gr. Gr iD, Ae gee 

3 jours...... 10,02 2,79 0,73 > 7,280/0 4,02- 40,12 0/0 
Outed a at 16,52 4,64 4,62 9,84 6,10 36,92 
er ale a 18,32 4,85 2334 12,77 5,40 29,48 
48 -— 3... 19,98 5,53 3,41 17,07 5,03 25,48 
oy er /24,60_ 5,60 S by (mene Wey | 4,68 21,67 


Il semble done que l’acide lactique, sous l’action prolongée 
du ferment, se transforme en partie en acide acétique, ce qui 
s’explique d'ailleurs parfaitement par la relation connue. 


2 C3H603 = 3 CHO? 


Cette transformation ne s’arréte pasau moment ov la totalité 
du glucose a fermenté; elle se poursuit encore longtemps aprés, 
comme le montre lexpérience suivante : 

En 13 jours, une fermentation de 24 grammes par litre de 
glucose en eau de levure ayant été Benne: ona fait analyse du 
liquide, puis on Va abandonné a l’étuve et, au bout de 1 et de 
2 mois, ona refait le dosage des acidités. Voici les résultats : 


Acide acétique. Acide lactique. Rapport i keine 
Gr. a Gnd Rs 
Fermentation achevée.. 41,44 7,13 : 5,0 , 
Un mois apres..... igh 50a G8 6,17 alae oan 
Deux mois aprés....... 2,75 4,96 4,8 
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On voit que le rapport des deux acides a diminué de plus de 
moitié pendant la durée de l’expérience, bien qu’il n’y ett plus 
de sucre susceptible de fermenter. 

Des essais directs ont montré que Valcool n’était pas lori- 
gine de l’accroissement d’acidité volatile. 

¢): Alcool. — Quand on distille dans une cornue le produit de 
la fermentation du glucose, il y a production de gouttelettes 
huileuses, et les premiéres parties condensées ont une saveur 
et une odeur franchement alcooliques. 


En distillant dans un appareil & colonne une quantité suffi- ’ 


sante de liquide, traitant ensuite le produit recueilli par du car- 
bonate de potasse sec et redistillant sur dela chaux vive, on 
obtient, par rectification, d’abord quelques gouttes passant avant 
78° et possédant une forte odeur d’aldéhyde, puis, en presque 
totalité, un liquide passant 4 78°, et enfin quelques centimétres 
cubes passant de 78 4 100°, ayant une odeur désagréable qui 


rappeile & la fois le liquide de culture et les mauvais gotts de. 


queue de |’alcool d’industrie. 

Le liquide recueilli 478° a tous les caractéres de l’alcool pur, 
il en a la densité et le point d’ébullition; il brile avec une 
flamme peu éclairante, se transforme aisément en iodoforme et 
en aldéhyde, donne de l’éther et de l’éthyléne, suivant la tempé- 
rature, avec l’acide sulfurique; c’est donc bien de lalcool 
éthylique. 

Le dosage en a été effectué par les méthodes usuelles : lors- 
qu’on ne disposait que de trés petites quantités de liquide dis- 
tillé, on se servait du compte-gouttes Duclaux : sile volume était 
suffisant, on employait la balance de Dalican ou un alcoométre 
contrélé donnant le 1/10° de degré. 

La proportion d’alcool varie, quoique dans des limites plus 
restreintes, comme les autres produits de la ferrnentation, avec 
les conditions de vie du ferment; c’est ainsi qu’on a obtenu ; 


Avec eauide levure;d lair... ese... de 19,4 a 27 0/0 
— — dans leider wags eo: 49,2 a 29,2 
Avec bouillon Liebig 4 l’air.............. 18,7 a 20,9 


d). Acide carbonique. — Le gaz de la fermentation, recueilli 
dans le vide et dosé comme il a été dit & propos du lévulose, 
a toujours été de l’acide carbonique pur; sa proportion a varié, 
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dans nos essais, de 17,2 & 22,8.0/0 du poids de glucose fer- 
menté. : 

Pour connaitre dans quel rapport se forment l’alcool et l’acide 
carbonique, il est nécessaire, en raisons des variations qu’ils 
présentent d’un essai a l’autre, de les doser dans une méme 
expérience. En procédant ainsi, aprés fermentation compléte de 
34£",886 de glucose dans eau de levure, on a trouvé : 


Ce rapport de l’alcool a acide carbonique est remarquable, 
car il est presque identique au rapport 511/49,2 = 1,04, que 
Pasteur a trouvé pour ces deux corps dans la fermentation 
alcoolique par la levure de biére. Son intérét s’augmente encore 
de la production d’acide succinique et de glycérine, comme dans 
une fermentation alcoolique ordinaire, 

e). Acide succinique et glycérine. — Ces deux corps ont été 
isolés et caractérisés comme il a été dit pour le lévulose; on a 
trouvé, pour 100 grammes de glucose fermenteé : 


Gr. 
Malas SuoclHi Ques ius Fi ck Meee ba aeak ee ee 0,66 
GIXERTING ods CULV 7 ek oe career torah reesei’ 9,68 


Le poids de glycérine est plus faible dans les fermentations 
trés actives, en présence de la craie, par exemple. 

f). Poids du ferment. — En opérant avec 551 ¢. c. d’eau de 
levure ayant contenu 48#',15 par litre, soit 10 grammes de glu- 
cose, on a obtenu 0s",232 de ferment sec, soit 2,32 0/0 du sucre 
fermenté. 

Si maintenant on dresse, pour une expérience donnée, le 
tableau des produits engendrés par la fermentation complete 
de 100 grammes de glucose contenant 40 grammes de carbone, 
on aura : nes 
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PEC ROCHE ees Sa Cot AMR ese al St 8,56 
oo WCU OBS SRE, Sotelo CLA, Sonne 31,36 
(AUS OE ESS ee eee a PPL OW a CoS aN Se 22,72 
EMEC. CHTRABIGUR. 4 'cgidvcm sda perdi sak Fw bees e 24,00 
Crem GERI AN Gn ON etch dated vt ova s van 0,66 
CHMGCEING Gr iran ha POR ee OTIS, ORES wily ean 9,68 
OMe OU. TORION S.C vcarencs cine eC aM oooh 2 wens ees 2,32 
TOL see! 96,30 


Ce qui représente, en valeur absolue et relative, pour le 
carbone correspondant : 


Total. Proportion, 
Acide acétique 
SS kauts epee ae 15,97 39,92 
AW GOl ese 5 ae te hoe es 41,85 29,62 
Acide:carbonique. ¢ 02. 2.22540 os: 5,73 44,33 
a> SUCOIMQUES. 2 Mos we cep sie 0,29 0,73 
Ry PYGELING oh arc CoN Stirs Soe eas ee 3,78 9,45 
INGER G Seek ata Re ae ets 3 4,26 3,15 
38,88 97,20 


On ne retrouve pas exactement tout le carbone initial, mais 
la différence est faible et n’atteint pas 3 0/0. 

L’écart peut s’expliquer soit par des erreurs d’analyse, soit 
par la présence d’une petite quantité d’un principe non isolé, qui 
n’est niacide, ni volatil, ni cristallisable, et qui serait noyé dans 
les matiéres extractives apportées par le liquide de culture. 

Quoi qu'il en soit, on voit que 50 0/0 au moins du glucose 

‘fermente alcooliquement comme avec un saccharomyces, et 
que le reste se transforme par dédoublement en un mélange 
(acide acétique et d’acide lactique, conformément aux équations 
connues. 


3° Sucre interverti. — On sait que, pris isolément, et 
toutes choses égales d’ailleurs, le lévulose fermente plus vite 
et plus abondamment que le glucose; il était intéressant de voir 
sices deux sucres, mélangés en parties égales, comme ils le sont 
dans le sucre interverti et dans le mott de raisin. se comporte- 
raiznt encore de la méme facon lun vis-a-vis de |’autre. L’expé- 
rience a montré qu’il en est bien ainsi, et que, si méme la 
richesse saccharine initiale est élevée, le Jévulose seul peut 
disparaitre et le glucose rester intact. 


i 
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que tout fermente, on peut, en suivant la marche de la réaction, 


constater que le pouvoir rotatoire de la solution change de sens, — 


=f atteint un maximum 4 droite et devient nul, exactement comme 
avec les levures alcooliques qui consomment plus facilement le 
lévulose que le glucose'. | 

Tel est le cas suivant, Palen a du sucre interverti dissous 
daus l’eau de levure : 


Durée ¢ 4 Rotation en 
de la fermentation. - Sucre total.  degrés saccharimétres. 
a ; ae sith 
ses eta: Ramey Vi ie ter 19,68 — 3,4 
2 jours 2... acer At uct caren renee hy!) + 4,2 
Din eee aalilkoug re his sora releases hay spats vide 0 OOO eae ee 
YR Peace WL iy ey ep oer, 4,65 eae 
Bi Se Pat Wow nteeners Sree fae tatiire ate ~ 2,70 + 3,8 
OA ong Baie floss tere Riieiet cious es 4,72 + 2, 2 


En ajoutant de la craie a la culture, on fait fermenter une 
~ plus grande quantité de sucre iitaevertis mais la marche du 
phénoméne reste la méme, comme ci-aprés : 


de la Pacer en Sa. Rotation on dogé 
Gea, 

Woh eA aah ome Rea 108,70 — 18,4 

ite QS ROUIB Seka) Won Ne tvs Cee 92,60 — 12,6 
Bop ahs ger cee te nh ites: 80,70 BSR 

ie Ala Rohe Meee 62,30 + 0,6 
= 2 SAGA, FR ee ONL 52,09 + 358 
‘ Teter eid Peni sf 31,87 + 96 
e CMS In ae apa eh SU SU 28,73 as Deas 
i PEE a Creer ae ae 9,34 aia i 

Ly ta ee Dah Ralie ; 7,94 ag ar 


Si on traduit graphiquement ces derniers résultats, on 
obtient la courbe suivante ot les abscisses représentent les quau- 


—-—-—-- tilés de sucre restant et les ordonnées les rotations Carr oseO ys 
i dantes. 


ae Date, <] 
i foes 


vi U. Gayon et E. Dosoune, Sur la fermentation alcoolique du sucre ae 
vue 


(C. R., avril 1890).—E. Dupourc, Contribution a étude des levures de vin 
de Viticuleare: 1897. 


Quand la richesse saccharine initiale est assez faible pour 


Se en 


ee 
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PS 


10 


5 
N 

N 5 

veda 
ee 

SS 

Sa + 
Ae eee 


Le ferment mannitique jouit donc d’un pouvoir électif, et, 
comme les levures spéciales étudiées par M. Dubourg, comme 
le Tyrothrix tenuis ou le Bacillus mesentericus vulgatus *, il Vexerce 
en faveur du lévulose. 

Le rapport G/L du glucose au lévulose, qui, dans le sucre 
interverti, est sensiblement égal a l’unité, va par suite en aug- 
mentant 4 mesure que la fermentation se poursuit, et, pour une 
méme quantité totale de suére disparu, ce rapport devra étre 
plus ou moins élevé suivant que la fermentation sera lente ou 
rapide. C’est en effet ce que montre |’expérience suivante, faite 
dans de l’eau de levure, avec ou sans craie, avec ou sans addi-. 
tion d’alcool, ot, pour faciliter les comparaisons, on a, par 
interpolation entre les nombres obtenus, calculé les valeurs de. 
G/L pour des quantités réguliérement croissantes de sucre total 
fermenté : 


Valeur de S dans eau de levure. 


L 
Sucre total = fs Addiiionnée’., Additionnée 
fermenté. Seule. de craie, d’alcool, 
OFeranamMe shies hoe 4,00 1,00 1,00 
40 erammese — 3.66 442 4,40 449 
Uietenceeahy de ae 1,26 1,24 1,62 
Breer Sate y, < 4,49 1,46 224 
GAL RO an 2,26 1,68 8,41 
CeO wise Me mu ig a, 2,73 2,40 A 
60 She gS hte ural chen a 8,28 Be » 


L’addition de craie, en facilitant la fermentation, a abaissé 


la yaleur de G/L., tandis que |’addition d’alcool, quil’aralentie, 


4, A, Pérb, Ann. /nstitut Pasteur, t. X, page 436, 1896. 


See eee MOEMEL Sb es 
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a rapidement élevé le rapport du glucose au lévulose. Le fer- 


ment mannitique, vivant dans le‘sucre interverti, attaque donc 


d’autant moins le glucose qu’il est plus géné dans son dévelop- 
pement. \ 

Au point de vue des produits de la eo inne chacun des 
sucres constituant le sucre interverti se comporte comme s'il 
était seul, et l’on obtient un mélange de mannite et d’alcool, 
avec de l’acide carbonique, de l’acide acétique, de l’acide succi- 
nique et de 1a glycérine, 

Les proportions sont généralement comprises entre celles 
qui appartiennent au glucose et au lévulose, mais avec des varia- 
tions dues, comme toujours, aux conditions physiques et chi- 
miques de la culture. Voici par exemple les nombres obtenus 
aprés fermentation compléte de 24 8". 55 de sucre dans eau de 
levure : 


Acide acétique...... aL ons tash ual Waae Mister areata 9,82 0/0 
st) DARE ULC hg Aste ae wy ersten Hane a east atse e 27,00 : 

ALL GOODE cca latin cain 2 ose cal eee eau ee satire aa: eee 14,69 

SMT LEE ee co Rate ee ear Sat Rr ag 32,25 


La proportion d’acide carbonique, déduite d'une autre expé- 
rience, s'est élevée a 13,50 0/0. 

L’acide volatil est de lacide acétique pur; nousl’avons égale- 
ment vérifié avec du mott de raisin. 

Les vins mannités, comme nous l’avons dit ailleurs, ne ren- 
ferment done que de lacide acétique pur, A lexclusion de 
Yacide propionique et de lacide butyrique. C’est une nouvelle 
preuve que le ferment mannitique est tout & fait distinct des fer- 
ments connus de la tourne et de l’amertume. 


4° Sucre neutre. — On sait que, sous le nom de sucre 
neutre, sucre inactif, glucose inactif, sucre de Mitscherlich, on 
désigne un sucre réducteur qu’on trouve spécialement dans les 
sucres bruts de canne et dans les mélasses. L’un de nous a mon- 
tré que sa formation précéde toujours celle du sucre interverti 
normal dans tous les cas d’hydrolyse du saccharose ! quel que soit 
le procédé employé, sucrase, acides, chaleur, lumiére, etc., et qu'il 
est constitué par un mélange de glucose et de iévulose, dont les 


4, Bull. de la Soc. chimique, t. XXXII, page 256, 1880. 
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effets sur la lumiére polarisée s’annulent exactement. Le dédou 
blement a été obtenu par l’action physiologique du mucor circi~ 
nelloides qui, en vertu de son pouvoir électif pour le glucose, © 
décompose inégalement les deux constituants du sucre 
neutre 4, 

Il était intéressant de rechercher si le ferment mannitique, 
dont l’action sur le lévulose est si caractéristique et si différente 
de celle qu'il exerce sur le glucose, permettrait aussi d’analyser 
le sucre inactif et de faire connaitre sa constitution intime. 

A cet effet, du sucre brut de canne provenant des Antilles a 
été lavé avec de l’alcool méthylique pour accroitre la proportion 
de sucre réducteur; aprés éyaporation de l’alcool, le résidu a été 
dissous dans de l’eau de levure et ensemencé avec le ferment; 
en méme temps, on a fait un essai avec de la mélasse. Les résul- 
tats sont consignés ci-aprés : 


Sucre brut des Antilles. 


Saccharose Suere réducteur. 
Poids Rotation ©” Poids Rotation ~ 
pat litre.  saccharim, par litre. saccharim. 
Gr. Gr. 
BUMS Doone es ais 26,4 + 16,2 Tey 0 
- DR ee ee » » 14.6 + 3,4 
Daate oe Re be o. » bess 55) 7,6 + 3,4 
Detar an tat ss » » Sek +45 
Ft ie eg ee ae ae 26,7 + 16,4 0) 0) 
Meélasse. 
Saccharose. ; Sucre réducteur, 
Poids Rotation Poids Rotation 
par litre. saccharim, par litre, | saccharim. 
Gr. Gr. 
80 males cose ov oe 28,7 +47,6 23.6 + 4,6 
he a peas see » » 1.0 +45 
SAS Leaner 98,8 +47,7 6,0 3 +2,4 
bs as = Peer Meta » » 2,9 + 4,4 
pam nr ae ar 26,6 + 16,3 0 0 


Grace 4 cette circonstance que le saccharose était relative- 
ment abondant dans la solution, et qu’il est attaqué plus diffici- 
lement par le ferment que le lévulose et le glucose, il est resté 
intact dans les premiers jours de l’expérience, et par suite le sucre 


4. C, R., 9 septembre 1878. 
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neutre a seul fermenté. Or, le tableau ci-dessus montre que la 
rotation a augmenté vers la droite, pour reprendre ensuite sa 
valeur initiale au-dessous de laquelle elle n’est descendue qu’a 
partir du moment ot le saccharose commengait a son tour a 
disparaitre, Le sucre neutre se compose donc d’un élément lévo- 
gyre, et d’un élément dextrogyre, le premier fermentant plus 
facilement que le second. . 

On pourrait supposer @ priori que ces deux antipodes ne 
sont autres que le d-glucose et le l-glucose de Fischer, mais 
cette hypothése estinadmissible, car on sait que le ]-glucose n'est 
pas fermentescible, et que cependant le sucre inactif fermente 
en entier sous l’action des levures non inyersives. Je plus, la 
liqueur renferme de la mannite; 7#,32 par litre avec le sucre 
brut, 68',38 avec la mélasse : comme la mannite ne peut prove- 
nir gue du lévulose, il faut conclure que le sucre neutre étudié 
se dédouble bien en glucose et lévulose. _ 


5° Galactose.— Le galactose étant un isomére stéréochi- 
mique du glucose, on doit s’attendre a le voir fermenter comme 
ce dernier sucre. 

Et en effet, il donne les mémes produits, dans des propor- 
tions peu différentes, siles conditions de culture sont les mémes. 
C’est ainsi qu’on a trouvé, pouf 100 grammes de galactose : 


Acidexacétique: ss... ai wee Heures ye mton cay 8,70 
MUN ait Mr Repaese or ehe: Fe Meee, Cee "34,80 
1 RKOY2) AG SN EN ee arene RAE ad EC MEN ee ee 25,58 
Acideccarbomique xs is croneoeia secu kts. Geek ee 24,77 
sj SUCCIRIGUS ..<\.s scat’ op ete Me et ce ee read Cee 4,00 
Glycerinies ayes ay meeane a cats Bes Whe ten eo teei 9,00 

; Total...... ase 400,98 


L’expérience avait été faite avec 218", 838 de galactose par 
litre d’eau de levure. ; 

En variant les essais, les proportions des principaux pro- 
duits ont elles-mémes varié dans les limites suivantes : 


L’acide acétique............ Sees de. <d,5. a 940;3'0/0 


—  lactique........ PS OMNES A 22 — 38,8 
PFALCOO ME is Rieke ST eae cts 25,6 — 30,8 
Lacide ‘carbonique’. Si eecew sees ces - 47,2 — 28,8 


‘L’acide volatil est de acide acétique pur. 


ae LMA OE Pe rapa yt 


Bra: 
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L’acide lactique est de l’acide inactif mélangé avec de petites 
quantités d’acide gauche, car son sel de zinc a donné : 


Rotation saccharimétrique.............0...0086 + 0,25 
POMMDRELE eae Wak Ue ea See tea es LY 1,82 
Penta 6G00 BS oo bo han cake Sates hee 18,14 


6° Mannose. — Quelques essais de fermentation ont été faits 
avec du mannose cristallisé que M. Bourquelot a bien voulu 
mettre 4 notre disposition, et avec du mannose provenant de 
Yhydrolysation des graines de caroubier, ou encore de la poudre 
de corrozo traitée d’aprés les indications mémes de M. Bour- 
quelot!, et pour lequel nous avons trouvé : « = 14°, 35 au liew 
de 14° 36 adopté par Fischer et Hirschberger *. 

Le mannose fermente moins facilement que le glucose ou le 
galactose; il a fallu deux mois pour en faire disparaitre environ 
40 grammes par litre en eau de levure. II se fait de l'acide acéti- Ree 
que, de l’acide lactique, de l’acide carbonique et de l’alcool comme on 
avec les autres aldoses, mais toujours en proportion variable avee 
les conditions de l’expérience. En voici quelques exemples : 


if I vat IV 


Gr, Gr. Gr. Gr. 
‘Mannose disparu par litre..... 9,212 9,617 12,239 41,840 
Acide acétique formé par litre. 19,220/0 8,410/0 16,820/0 12,83 0/0 
— lactique o= 48,67 46,24 27,15 OT haee 
Alcool _— 18,89 23,25 20,08 > 


L’acide carbonique et les autres produits de la fermentation | 
n’ont pas étre dosés. Il ne se forme pas de mannite. 


7° Sorbose. — Le sorbose présente un intérét particulier, 
parce que la plupartde ses propriétés chimiques le rapprochent du 
lévulose et qu’on le classe, pour cette raison, parmi les cétoses. 
Grace a l’obligeance de M. G. Bertrand, que nous sommes heu- 
reux de remercier ici, nous avons eu a notre disposition de 
beaux cristaux de ce sucre, et nous l’avons soumis a ’aclion du 
ferment mannitique. Malheureusement, de tous les hexoses, c’est 
celui qui fermente le plus difficilement, méme dans une eau de 
levure trés riche en aliments; aussi n’avons-nous pu jusqu ici en 


faire une étude cempleéte. 
4. Société de Biologie, 28 juillet 1899. 
2. L. Maguenne, Les sucres-et principaux dérivés, page 566. 
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_ Sans donner ces chiffres comme définitifs, nous signalerons 
cependant que nous avons obtenu environ : 


10 0/0 d’acide acétique 
25 0/0 d’acide lactique me Z 
et 30 0/0 d’alcool éthylique. 


Les autres produits n’ont pas encore été dosés. 

Ktant données les relations étroites, d’ordre chimique, physio-. 
logique! et stéréochimique, qui existent d’une part entre le 
lévulose et la mannite, et, d’autre part, entre le sorbose et la 
sorbite, il semblerait qu’on duit avoir ici formation de sorbite; 
mais, bien que nos recherches a cet égard ne soient pas ache- 
vées, l’existence de quantités importantes d’alcool éthylique 
parait rapprocher le sorbose non des cétoses, mais bien des 
aldoses véritables. 


i Tl 


FERMENTATION DES SACCHAROSES 


Les sucres réducteurs 4 6 atomes de carbone, aldéhydiques 
ou cétoniques, ne sont pas les seuls hydrates de carbone atta- 
quables par le ferment mannitique. Nous allons voir en effet que 
celui-ci décompose également des di- et trisaccharides. 

1° Saccharose. — Le sucre de canne fermente aussi facile- 
ment que le glucose ou le galactose, c’est-a-dire qu’en quelques 
jours il en peut disparaitre 20 grammes environ par litre d’eau 
de levure. Toutefois, la fermentation ne part bien que si la .cul- 
lure a été largement ensemencée ; avec peu de semence, il y a 
parfois un retard assez long, voire méme absence complete de 
- fermentation, et il faut recommencer l’ensemencement. Le saccha- 
rose Offre ainsi 4 l’attaque du ferment une sorte de résistance 
initiale qui cesse dés qu’une trace de sucre a fermenté. 

_ Les produits sont les mémes que pour les hexoses aldéhy- 
diques; on a obtenu en effet dans un méme essai : 
AiG BEnrRAND, Préparation biochimique du sorbose (C. R. 29 avril 1896).— 


C. Vincent et DeLacnanaL, Préparation biologique du lévulose au moyen de la 
mannite (C. &., 8 novembre 4897). ; . 
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PPIs BOPRUTIE rate eee eo RUMEN Pci rn bo 16,14 
PE RRCLURING SoCo an Sot AR OR ti, 28,70 
BMMAERE Choc x Lan suk ame ere es roe te 23,24 
WCIDOS CONDOM. 65 kc came hy mt ko ale eee DEAT 
—-succinique si. ......60.. Spa N a ceckytana vars POCO 
REPVEGUING 3.5 cue Pee A Oma eat PaLecvervesseas «G69 
Potales waves vs 96,44 


Kn ajoutant le poids du ferment, on retrouverait, a trés peu 
prés, la totalité du sucre employé, ce qui implique absence, 
en quantité notable, de principes autres que ceux qui précédent. 

Le rapport de l’aleool A l’acide carbonique est égal a 1,10, 
nombre voisin de celui qu’on a trouvé pour le glucose, et peu 
différent, par conséquent, de celui que donne la farpehtation 
alcoolique par les levures ordinaires. 

En changeant de milieu ou de conditions de culture, on 
observe des variations assez étendues dans les produits de la 
fermentation, par exemple : 


Pour V’acide acétique.........--. de: 7,8 a 47,10/0 
— dactignes se res sa cat 17,6 — 28,7 

Bour-Valeools See osckee, raat ee 17,5 — 23,8 

— Jl'acide carbonique............. 13,6 — 21,2 


Il n’y a pas d’autre acide volatil que l’acide acétique. 
L’acide lactique est encore formé d’acide inactif mélangé 
avec une petite quantité d’acide gauche; son sel de zinc donne : 


Rotation en degrés saccharimétriques........... + 0,25 
rolTLD ETL 1 SSA aN gee ei ages les rs Ua NI I aN 2,16 
POTUE WPOOU a retail t sie eae tia N hee eiule vege tet 18,02 


La présence de la craie favorise d’une maniére trés sensible 
le développement du ferment. Ainsi, avec une méme eau de 
levure, on a fait disparaitre : avec craie, 57 grammes de sucre 
par litre en 13 jours, tandis que, sans craie, il a fallu 9 jours 
pour n’en faire fermenter que 32 grammes par litre. 

Pendant toute la durée de la fermentation, il n’y a pas trace 
de sucre réducteur, et le dosage du saccharose, par réduction et 
par rotation, donne les mémes nombres. Voici un exemple de 
culture faite en présence de craie. 


Yate 
f 
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Saccharose par litre 


=a par rotation par réduction. 
os Gath ae chaae / 
AS Wg ice eee, vise be r= B038 ED 

28 TU ease) oleies ees ele woree 56,7 ‘ 36.5 S 
5255 Satan, eg Feuseream ie 42,8 42,4 
; 40 Stein ekeliviierocetc-e.e AwONC a aD 37,8 B1e4) 
TR 15 SHER caveiie le) hijetves a. wise -0ir0) lel ate! '@ 22,8 22,9 
Pi RUE ee aS vino | 13,4 13,7 
DO Sam eet it, eta cea 10,4 : 10,4 


eee : 3:9. 3:8 


Méme en milieu acide, si la proportion du saccharose n’est 


pas trop élevée pour que la fermentation puisse étre complete, 


il ne se forme pas de mannite, et, comme dans le cas précédent, 
le dosage du sucre par rotation donne les mémes chiffres que par 
réduction. Exemple : 


- 


rat ~ Acidité par ie ~Saccharose par litte 


en SO4H® - ‘pa rotdtion. par réduction.- 

48 mai: .4325) wf. ks 22.3 > 

Cee Ee Galt So Qer 16,4 13,6 
BO aun ie Ya emee ene » 13,4 1353%, 
oD KLLID sche heey 10,4 ‘ed ASS 
LO een 3,92 9,4 94 
ee ty SR ome oy anh: 7,4 
ABT akon eek 4,21 5,5 5,6 
Cy pee Ne aben a 3,30 2.6 2,5 


Le liquide est resté sans action sur la liqueur de Fehling. 

I] faut en conclure que le saccharose est attaqué et décom- 
posé sans étre préalablement interverti, car, s'il en était autre- 
ment, il y aurait production de lévulose et par suite de mannite. © 

Mais, si la proportion initiale du saccharose est telle que sa 
fermentation engendre une acidité suffisante, l’acide formé peut 
hydrolyser partielle ment le sucre, et aussitét la mannite appa- 
rait, en méme temps que le milieu devient réducteur et que — 
cesse la concordance dans les dosages du saccharose. C’est ce 
que montre le tableau suivant ot l’on donne en méme temps 
lacidité croissante de la culture exprimée en acide sulfurique : 


* 
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Sucre Saccharose par litre. 


Acidité réducteur “Par inversion Par 
par litre, par litre. et réduction. rotation. | Observations 
Gr. fo Gre Gr. Re 
30 avril. 0,30 Néant, 49,5 50,4 » 
9 mai.. 3,29 _ 39,2 39,1 » 
14 mai.. 5,67 — 33.0 33,6 » 
24 mai., 7,00 — 27,9 28 4 » 
6 juin, 8,58 Qer 3 14,8 22,2 Mannite. 
20 juin, 8,94 45 MA 2 4753 id. 
2 aout. 9,00 10,3 6,2 AA,4 id. 


Lorsque 25 grammes environ de sucre ont eu fermenté, le 


ferment a été notablement géné dans son développement et, la 
température de l’étuye et l’acidité aidant, il s’est fait du sucre 
réducteur; mais comme, dans ces conditions, le glucose est peu 
attaquable, le lévulose seul a disparu donnant de la mannite, et 
le pouvoir rotatoire du saccharose non interverti s ‘est. accru de 
celui du glucose. 

L’interversion accidentelle par les acides acélique et lactique, 
accumulés dans une culture, est donc possible, et d’ailleurs des 
essais directs ont montré qu’elle se produit réellement aux 
mémes doses. Le ferment lui-méme en parait incapable; du 
moins, les nombreuses tentatives faites pour mettre en évidence 
son action organique ou diastasique ont échoué. Mis directement 
en contact avec du saccharose, méme jeune et en masse, il n’a 
jamais modifié Je pouvoir rotatoire des solutions sucrées ni fait 
apparaitre des traces de sucre réducteur. La méthode de Fischer 
en particulier n'a rien donné, méme en opérant sur la totalité du 
ferment provenant de 20 litres de culture de saccharose. 

Le ferment mannitique, se comporte donc, vis-a-vis du sucre 
de canne, comme beaucoup d’autres microbes connus, qui ont 
la propriété de l’attaquer sans l’intervertir. 

Pour les organismes qui ne sécrétent pas de sucrase, mais 
qui décomposent le glucose et le lévulose de méme fagon, en 
donnant les mémes produits, on peut admettre que l’hydrolysa- 
tion du saccharose se fait 4 lintérieur des cellules, aux dépens 
dune diastase non dialysable ou trop peu abondante pour se 
diffuser; le résultat de la fermentation est alors le méme que si 
Vinversion avait lieu par une diastase extérieure. Mais cette 
hypothése est inadmissible pour le ferment mannitique, car si 
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le saccharose était interverti a Vintérieur de ses cellules, on 
devrait trouver, dans le liquidé de culture, un mélange de 
mannite et d’alcool; or, on ne trouve que de l’alcool sans 
mannite; il n’y a donc formation de lévulose ni a |’extérieur ni 
a Vintérieur de la cellule microbienne ; 


2° Maltose. — Le maltose se comporte sensiblement comme 
le saccharose et donne les mémes produits en quantités variables, 
suivant les conditions de la culture; par exemple : 


Pouracidesacevigueny ees a aera ae de 6 4a 21,7 0/0 
= Se HL ACUIGUC. 2S wait we eas de 19,9— 38,3 

=r SVale@ Olas ice tances tee eames ae . AT,9 — 29,2 

— Tlacide carbonique wiohicice tusltrimeee he 19,8 — 26,3 


L’équation de la fermentation, dans un cas donné, se déduit 
du tableau suivant : 


ACIGETACEM GUC. ae mien ee cere Por aese cer OO 

Sa ACH GUGs a Nes oa thee hie ctees, Ras ioe ae Ba eO 

P Alcool OWL Tck ato oer eval WEN ere atau EIA, area nivest crs Ris eh athe aves F 24,014 
Acide carbonique......... LEER pe hy Ie eee al 

=. SUCCHI GUE, 7/ wn ahuiew anette rick eae: «0,68 

rly cOMiMes Acie s ta een ee Seoea ele . — 9,00 

Potati 25% ; “99,72 


Le rapport de l’alcool & V’'acide carbonique est remarquable 
encore pour ce sucre; il est égal, eneffet, a 1,04, c’est-a-dire 
exactement le méme que dans la fermentation par les levures 
alcooliques. 

L’acide acétique est le seul acide volatil engendré, comme 
pour tous les autres sucres. 

Le lactate de zinc se caractérise par les propriétés suivantes : 


Rotation saccharimétrique..............0000e . + 0,25 
SOLUDUICG Wat i380 ee pois saghin See ems Ne ee 1,90 
Berta AGQ0  fAas Son Wer ema n; Se Wats 47,93 


L’acide lactique est donc formé d’acide inactif mélangé avee 
une petite quantité d’acide gauche. 

Pendant la fermentation, il n’y a pas d’hydrolysation du 
maltose, car le poids du sucre, déduit de son pouvoir réducteur 
ou de sa déviation saccharimétrique, reste le méme pendant 
toute la durée de la réaction. Une expérience faite dans ce but 
a donné en effet : 
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Acidité en SO*H2 Maltose par litre. 
AC en 
par litre. Par réduction. Par rotation, 
3 Gr. Gr. Gre 
30 avril ........ Gye: 47,13 47,20 
Wragg tes cis: 3,94 31,35 31,04 
Bs ose 4,96 29,87 29 54 
BO tae Seine 5,49 " 24,54 24,90 


Bien que la culture soit restée un mois a l’étuve, la fermen; 
tation n’a pu s’achever, a cause de l’acidité du milieu; néanmoins 
la rotation n’a pas diminué, comme il serait arrivé si une partie 


_ du maltose s’était hydratée et transforméé en glucose. 


Il en a été de méme pour une fermentation compléte obtenue 
en présence de eraie; on a eu: 


Maltose par litre. 
NSS 
Par réduction. Par rotation, 


Gr. Gr. 
SUSONEN Set no, ties Sees 47,34 47 56 
Seine es ee se Rs eh 45,15 15,30 
NS ee gale cco tae aes: 5,43 5,08 
BN ere Rea e Sig Behe eek ie traces traces 


Le ferment mannitique ne séeréte donc pas de maltose. 


3° Lactose. — Le lactose, qui est particuliérement réfrac- 
taire aux levures alcooliques, offre aussi une certaine résistance 
au ferment mannitique. Néanmoins, avyee un microbe jeune et 


dans un milieu trés nutritif, on parvient & en faire disparaitre 


en 1 mois de 15 a 20 grammes par litre. Une expérience faite 
avec une eau de levure concentrée a donné : 


ici emaceliqne cc caiiicG ott w alse se 43 eprint: eo 
peer LICHIGUE Res, tities Woe tie hee bets tert lee ate ta 30,26 
IANO so fous eee ee Te es Proietti or saree 34,54 
Acide carbonique .......... she fora Se tas 18,44 
SDI: acer eayersteiate sot 90,65 


Avec la glycérine et l’acide succinique, qui n’ont pas été 
dosés, on retrouverait tout le sucre initial. 

L’acide volatil est de l’acide acétique pur. 

L’acide lactique est inactif avec une petite quantité d’acide 
gauche; cela résulte des propriétés de son sel de zine : 


Rotation saccharimétrique........,.+45 ee. + 0,40 
Salwhililésas cosets sees Pee sii Bonita eek: 
Perte a 1600, pees e rr eee er et FFs vo sess tet bsewboeos 48,1 


hy 
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Comme les autres dissacharides, le lactose fermente sans 
hydrolysation préalable. Une solution de ce sucre, traitée par la 
méthode Fischer avec le dépét de 20 litres de culture, a conservé 
en effet exactementle méme pouvoir rotatoire pendant un séjour 
de neuf jours a l’étave. 


4° Raffinose. — Le raffinose qui nous a servi était un pro- 
duit pur, car son pouvoir rotatoire, déduit de son pouvoir réduc- 
teur apres hydrolyse complete et de la déviation saccharimé- 
trique de sa solution, était «=-+ 105° au lieu de + 104° d’aprés 
Scheibler et de + L05¢, 5 d’apres Schultze *. 

Le raffinose fermente avec la méme facilité que le siechavone 
c’est-a-dire qu’on peut en faire disparaitre de 15 4 20 grammes 
dans l’eau de levure; mais, comme pour le saccharose, le départ 
est quelquefois assez pénible. 

Bien qu’en fixant 2 molécules d’eau, il se transforme en 
un mélange de lévulose, de glucose et de galactose, nous n’avons 
jamais obtenu_de mannite ni observé de. réduction, d’ow il faut 
conclure que, tout comme le sucre de canne, il est attaqué direc- 
tement par le ferment mannitique, et que celui-ci ne sécréte pas 
plus de raffinose que de sucrase ou de mallose* 

Les produits les plus importants de la fermentation sont 
encore de l’alcool éthylique, de l’acide acétique, de !’acide 
lactique et de l’acide carbonique, dont les proportions varient 
aussi d’une expérience a l’autre. Voici deux exemples de culture 
en eau de levure : 

U1 


INCIA eC FACELIGUE Sates. cent ten ian eect ete 12,50 42,44 
me MACTEGU Cn eeve ch ie tit tenis wee 35,15 30,90 
AICO] wis tag Meee take eh oe ee eee 30,58 33,57 
Acide carbonique...-......0.s.eees e 24,24 22,92 
99,47 99,83 


Pour se rendre un compte plus exact de ce que devient le 
raffinose, il vaut mieux substituer le carbone au sucre lui-méme, 
et l’on trouve ainsi que 438',86 de carbone, contenu dans 100 
de raffinose, sont représentés par: . 

4. Maguenne, Les Sucres et leurs principaux dérivés, page 707. 
2. Cultivé sur du raffinose prealablement traité par les acides, le ferment donne 


de la mannite, ce qui montre la présence du lévulose dans les produits d’hydro- 
lysation. 


E 
7 
: 
3 
; 
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Carbone de l’acide acétique.....:....... 3,00 4,98 


— — lactique ote. 14,06 {2,36 
— derlalcouls.ccecenc ee: 15,95 47,54 
_ l’acide carbonique...... per a3 hy f°) 6,25 

40,80 44,40 


Il reste 2 grammes environ de carbone qui ont servi a faire 
de acide succinique, de la glycérine et du ferment. 

Des essais quantitatifs ont montré que de l’acide succinique 
et de la glycérine se trouvent bien dans les produits de la fer- 
mentation. 

L’acide acétique est exempt Mhousolages: 

Quant al’acide lactique, il est encore formé par un mélange 
d’acide inactif et d’une petite quantité d’acide gauche. Son sel de 
zinc a en effet les propriétés. suivantes : 


Rotation saccharimétrique. Bgac ee ete ERS + 0,25 
SON LTS) UL esas Me Sac ier a ie irs ea AGM a eer eee SUNERT 4,93 
PPCRUGUAS ROO years ce rok amide ih, ve twas ead 18,0 


En résumé, le raffinose fermente avec la méme allure que 
les autres saccharoses, en se rapprochant un peu plus du lactose 
que des autres sucres, 


FERMENTATION DES PENTOSES 


Xylose. — Le seul pentose qui se soit montré sensible a 
Vaction du ferment mannitique est le xylose; il fermente avec 
facilité, surtout en présence de la craie; dans ce cas, il peut en 
disparaitre 50 grammes par litre’. Les principaux produits 
sont de l’acide acétique et de l’acide lactique, avec une petite 
quantité d’alcool et d’acide carbonique; on n’a pas trouvé 
de mannite, et on n’a pas recherché la glycérine ni l’acide suc- 
cinique. 

Les proportions d’acides acétique et lactique: obtenus dans 
divers essais ont été: 


=4,Le was quia servi dans nos essais avait ae pouvoir rotatoire « = 


+ 20°,2 


4 
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I II il IV 
Acide acétique..... 41,90": 42,32 38,96 s 
— lactique..:.. 44,70 43,90 48,68 41,96 


86,60 86,22 ~ 84,60 


Ils représentent 85 0/0 environ du xylose employé; d’aprés 
léquation 
. CSH!908 = C3H808 4+ C2H‘O? 


ils devraient étre dans le rapport de * = 1,8 tandis que 
l’acide lactique est & peine supérieur a l’acide acétique, 

L’acide acétique est pur d’homologues. 

L’acide lactique est de Vacide inactif mélangé avec une 


petite quantité d’acide gauche; son sel de zinc donne en effet : 


Rolation saccharimétiique................5.5. + 0,20 
Solubilite. 6 0. Seu ee eae eas Pee ee a Oe re SC 1,96 
Perte A600 ore eee pe eect eens 18,40 


En faisant les cultures dans le vide avec toutes les précau- 
tions indiquées dans l’étude du lévulose, on.a pu recueillir et 
mesurer l’acide carbonique produit pendant la fermentation du 
xylose. Cet acide est trés peu apoE nous avons trouvé, en 
effet, dans deux essais : 


Poids du xylose- _- Proportion de CO? 
fermenté. produit. 
: Gr. 
Miss oh aR BR Fe 9,609 0,62 0/0 
De ase We hehe, tS ab eee ve 25,614 0,57 


En distillant le liquide fermenté, on constate trés nettement 
les gouttelettes huileuses de lalcool éthylique, et en concentrant 
davantage, on le caractérise d'une maniére compléte. Son 
dosage est plus incertain parce qu’il est relativement peu abon- 
dant, 

. Le xylose se comporte done comme un sucre aldéhydique, 
conformément a sa formule stéréochimique. 


V 


RESUME 


4.’ En résumé, 16 ferment que nous avons étudié ne donne de 
mannite qu’avec le lévulose ; avec tous les autres sucres atla- 
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quables par lui, il se fait de alcool éthylique qui, comme la 
mannite, est plus hydrogéné que le sucre initial. Dans tous les 
cas, on trouve en outre de l’acide carbonique, de l’acide acé- 
tique, lactique, succinique et de la glycérine. 

2. La production d’alcool. par les microbes, en dehors des 
levures proprement dites et des moisissures, a été signalée pour 
la premiére fois, en 1879, par M. Duclaux!, qui l’obtint aux 
dépens du sucre de lait par le Tyrothrix claviformis et par l’Ac- 
tinobacter polymorphus. Depuis lors, on en a obtenu avec un 
grand nombre de bacilles dont les plus connus sont le B. etha-_ 
ceticus? et le B. ethacetosuccinicus de Frankland *, le Saccharoba- 
cillus pastorianus de Van Laer‘, le Pnewmocoque de Friedliin- 
der ®, ete. 

3. Le ferment mannitique se distingue de tous cés microbes 
en ce qu il n’attaque pas indifféremment les sucres et les 
alcools, et quil donne les mémes produits avec des composés 
voisins, tels que glucose et galactose, saccharose et lactose. 

En outre, il forme toujours, 4 la fois, dela glycérine et de 
Vacide suceinique, tandis que, de ces deux corps, le dernier 
seul a été signalé, par exemple dans les cultures de B. ethace- 
ticus ou de Pneumocoque. , 

4, La production simultanée d’alcool ordinaire, d’acide car- 
bonique, de glycérine et d’acide succinique, presque exactement 
dans les proportions de la fermentation alcoolique normale, 
montre qu'une partie du sucre se décompose comme s'il était 
soumis a l’action de la levure de bitre; mais, en aucun cas, la 
totalité du sucre n’a pu subir cette transformation; une forte 
proportion se dédouble en acide acétique et en acide lactique, 
sans que l'un quelconque de ces deux acides puisse se produire 
seul, : 

5, Les seuls sucres susceptibles, d’aprés Fischer®, de fer- 
menter directement avec la levure, le d-fructose (lévulose), le 
d-glucose, le d-galactose et le d-maniiose, sont également 
dévomposables par le ferment mannitique. A cet égard, le pou- 


4. An, dé Institut agronomique, 4° année, 1879-1880, page 103, 

2. An. de l'Institut Pasteur, VI, page 653, 1892. 

3. Bull. de la Soc. Chim. (3), X, page 332, 1893, 

4, Mém. de Vv Acad. Royale de Belgique, XLYII, 1892. 

5, Soc, de Pharm. et de Chim. (6), 11, page 529, 1875; Bull. de la Soc. Chim. 
(3), XV, page 94, 4896. ‘ ; 

6. Zeits. f. Physiol., XXYI, page 60. 
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voir analytique de ce dernier est comparable a celui du Saecha- 
romyces, mais il est encore plus grand, puisque la molécule 
méme du sorbose est altaquée et disloquée. Bien plus, un sucre 
en CG®, le xylose, est décomposé tandis que la levure n’agit que 
sur des sucres en C’, C°, C*?, C'®. 

Il serait évidemment intéressant d’étudier l’action de notre 
microbe sur les antipodes des hexoses fermentescibles et sur 
les autres isoméres de Fischer; malheureusement, nous n’ayons 
pas encore pu nous en procurer. 

6. Si l’on remarque que le pentose qui s’est montré sensible 
au ferment mannitique est le l-xylose, et que par lui on peut 
s’élever au groupe des isoméres symétriques des hexoses fer- 
mentescibles, on peut espérer que certains de ces isomeres 
pourront aussi fermenter dans des conditions convenables. 

Son isomére, le l-arabinose, s’est montré réfractaire au fer- 
ment mannitique, comme il l’est a la levure; peut-étre le d-ara- 
binose serait-il plus facile a décomposer ? 

7. Le xylose et l’arabinose présentent ici des différences 
radicales, caractéristiques, tandis qu’avec d’autres microbes, le 
Pneumocoque de Friedlinder, par exemple, comme |’a montré 
M. Grimbert, ils sont attaqués tous les deux et ne différent que 
par quelques-uns des produits de leur transformation ?, 

8. Les saccharides : saccharose, maltose, lactose et raffinose 
fermentent directement sans avoir besoin d’étre hydratés et 
transformés en hexoses. _ 

9. Comme avec d’autres infiniment petits, notamment les 
ferments lactiques étudiés par M. Kayser? et par M. Pottevin $, 
les proportions des produits engendrés aux dépens d’un méme 
sucre varient beaucoup avec la nature du milieu, la qualité des 
aliments, age ou l’abondance du ferment, en un mot avec les 
conditions physiques et chimiques de la culture. Toutefois, 
acide lactique n’a pas changé de signe comme il est arrivé 
dans les essais de M. Péré sur le ferment lactique ‘. 

10. La véritable propriété spécifique de notre ferment est de 
faire de la mannite avec le lévulose sewl. IL en résulte qu’avec 
lui on peut caractériser ce sucre dans des mélanges fermentes- 


1, Bul. de la Soc. Chim. (3) XV, page 340, 1896. 
2. An, Inst. Pasteur, VIII, page 737, 1894. 

3. An. Inst. Pasteur, XII, page 49, 1898. 

4, An. Inst. Pasteur, XII, page 63, 4898. 
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cibles, lorsque, par exemple, plusieurs hexoses prennent simul- 
tanément naissance par hydrolyse des saccharides ou par tout 
autre procédé. Cette propriété a été mise a profit dans l’étude du 
sucre interverti, du sucre neutre et des produits d’hydratation 
du raffinose. | 

41, La méme propriété nous a permis de confirmer les 
résultats fournis par lanalyse chimique et par l’observation 
saccharimétrique, et de démontrer par une nouvelle preuve que 
le ferment mannitique ne sécréte pas de ferment inversif ou 


similaires et qu’il se nourrit du saccharose, du maltose, du lac- — 


tose et du raffinose sans hydrolysation préalable. 
42. Enfin, toutes les constatations que nous avons faites au 
cours de ce nouveau travail ont confirmé nos _premiéres 


recherches, a savoir que notre ferment mannitique était distinct © 


du ferment de la tourne et du ferment de l’amertume, et que 
Valtération causée par lui dans les vins ne peut étre confondue 
avec les deux autres maladies. 


CONTRIBUTION A L'ETUDE CAUSALE DES MODIFICATIONS D'ETAT DES COLLOIDES 


SUR LES PROPRIETES PHYSIQUES 


DE LA 


MICELLE ALBUMINOIDE 


Par te Dt SWIGEL POSTERNAK! 


XII 


SUR LES PHENOMENES DE COAGULATION 


Le mécanisme dela précipitation par formation d'une couche 
périmicellaire une fois accepté, le probléme de la coagulation 
nous parait singuliérement simplifié. On désigne sous ce dernier 


nom une modification d’état des colloides provoquée par des 


agents immatériels, comme la chaleur, lélectricité, ou par 
des matiéres agissant a doses infinitésimales, comme les dias- 
tases coagulantes, et ayant pour résultat la formation dun 
précipilé insoluble dans le milieu qui dissolyait le colloide en 
question avant l’application des agents susdits, C’est er s’ap- 
puyant sur ce résultat qu’on a pu définir la coagulation comme 
une précipitation non réversible des collotdes. 

Cette définition, qui suppose un rapport de cause a effet entre 
lagent coagulant et la non-réversibilité du phénoméne, tout 
en étant applicable & la coagulation des milieux physiolo- 
giques tels que le sérum ou le blanc d’wuf, ne s’adapte pas 
bien aux albuminoides isolés et aux colloides en général. 

La chaleur, agent coagulant par excellence, dissolvait dans 
nos expériences les précipités obtenus avec des sels dans les 
solutions acides des albuminoides. Ces précipités réapparais- 
saient aprés refroidissement, en manifestant ainsi une réyersi- 
bilité des plus prononcées. 


4. (Swite.) Voir les nes de février, de mars et de juin de ces Annales. 
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Il est possible de montrer, d’un autre cété, que la non-réyer- 
sibilité de la précipitation peut étre oblenue dans des.conditions 
ne rappelant en rien la coagulation véritable. 

La solution opalescente du blane d’couf dilué et chauffé a 
70° précipite a froid, comme nous le savons, lorsqu’on la 
neutralise avec de l’acide chlorhydrique. Le précipité est 
soluble dans les acides faibles et les alcalis. En ajoutanta cette 
solution de la soude jusqu’a laconcentration de 1 0/0, et en neu- 
tralisant de nouveau avec la quantité d’acide chlorhydrique cal- 
culée, on obtient un précipité qui, filtré et lavé & l’eau distillée, 
ne se dissout plus ni dans les acides ni dans les alcalis : il est 
done coagulé. Si l’on ajoute de Ja soude & 1 0/00 seulement, le 
précipilé est insoluble dans les acides faibles, mais facilement 
soluble dans les alcalis. 

A quoi peut bien étre due cette précipitation non réversible 
par neutralisation d’une solution de soude a 1 0/0? Le chlorure 
de sodium formé en plus grande quantité ne joue certainement 
aucun role dans Ja production de ce phénomeéne : ’albuminoide 
du blane d’wuf en solution alcaline ne précipite pas sous lin- 
fluence des sels alcalins. On aurait pu, d’ailleurs, obtenir une 
solution de cet albuminoide aussi dans HCl, si au lieu de neu- 
traliser exactement la soude, on avait ajouté du méme coup 
un petit excés d’acide. C’est, par conséquent, aw moment méme 
de la précipitation que l’albuminoide acquiert la propriété de 
résister 4 l’action solubilisante des acides et des alcalis. 

L’explication la plus plausible du phénoméne en question 
nous semble la suivante. La soude a1 0/0, étant plus riche en 
ions oq que le méme réactif 4 1 0/00, diminue plus fortement 
les micelles albuminoides. En neutralisant exactement l’alcali, 
on fait revenir les micelles trés contractées a leur volume natu- 
rel par une détente plus énergique et plus brusque. Or, il doit 
sé passer entre les micelles albuminoides lancées les unes contre 
les autres avec force ce qu’on observerait dais les mémes con- 
ditions avec des substances moyennement résistanles, mais par- 
faitement malléables : elles ne formeraient plus qu'une seule 
masse, difficile & séparer en ses parties constituantes. 

_ Les phénoménes de coagulation par la chaleur semblent ne 
pas avoir d’autre mécanisme que celui que nous venons d’in- 
diquer. Si l’actioi de la température est assez brusque, les 
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flocons formés auront une structure plus compacte et seront 
insolubles. Le méme albuminoide donnera une précipitation 
réversible lorsque l’élévation de la température sera lente et 
ménagée. C’est ce que démontrent les expériences de MM. Corin, 
Bérard et Ansiaux avec le sérum sanguin et le blanc d’ceuf, citées 
plus haut. 

On peut invoquer en faveur de cette explication encore la 
remarque suivante. On n’obtient a froid des précipités albumi- 
noides insolubles que dans le cas ou |’élasticité micellaire et, 
par conséquent, la contraction sous l’influence d’un agent solu- 
bilisant, est trés grande. Si l’on répéte en effet les expériences 
de tout al’heure avec les albuminoides du lupin blanc ou jaune, 
les précipités, obtenus par neutralisation de la soude a 1 0/0, 
sont parfaitement solubles dans les acides et les alcalis. Kn rap- 
port avec cette constatation se trouve sans doute la solubilité 
dans les alcalis faibles, méme a froid, des coagula des albumi- 
noides des lupins, provoqués par la chaleur. 

La non-réversibilité d'une précipitation ne dépend donc pas 
directement de l’agent coagulant, mais se rattache surtout a 
Pélasticité micellaire du colloide, et a la fagon brusque de la 
mettre en jeu. 

Ceci étant spécifié, on peut, en s’appuyant sur la notion, bien 
démontrée depuis les recherches de A. Schmidt, de Harnack et 
de Starke, que la coagulation est impossible en l’absence des 
matiéres minérales ', considérer la coagulation par la chaleur, 
la seule que nous aurons en vue ici, comme un cas spécial de 
précipitation saline, celui notamment ou la concentration préci- 
pitante est moins grande & chaud qu’a froid, ot, en d’autres 
termes, le quotient b/a est au dessous de l’unité, — La valeur } 
représente naturellement la concentration saline dans le milieu 
ou se trouve le colloide qu’on cherche a coaguler. 

Il découle de cette conception un certain nombre de con- 
séquences que nous résumerons briévement. . 

Kn ce qui concerne les meilleures conditions de la coagulation 
par la chaleur, il est & remarquer qu'il serait impossible d’indi-— 
quer @ priori une régle générale pour tous Jes colloides ou albu- 
noides connus. En examinant les nombres communiqués, dans 


4. On a vu plus haut que les matiéres minérales peuvent étre remplacées par 
la peptone de Witte et probablement par d’autres corps organiques. 
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ce travail, on s’apergoit facilement que les conditions d’ap- 

F -parition du quotient b/a < 1 ne sont pas les mémes pour les 

i différents albuminoides étudiés par nous, et qu’elles seront pro- 

. bablement différentes pour d’autres matidres protéiques. Pour 

les colloides diélectriques & grande élasticité micellaire, les 
meilleures conditions seront représentées par un milieu acide 
en présence des chlorures, comme nous l’avons yu pour le blanc a 
d’ceuf. Pour les matiéres dont la grosseur et I’élasticité micel- 
laires sont analogues a celles des alhuminoides de réserve du ee, 
sapin rouge, c’est le milieu faiblement alcalin ou ammoniacal — = 
qui sera le plus propice a la coagulation. Enfin, pour les corps 
se rapprochant, par les propriétés physiques de leurs micelles, 
des albuminoides du lupin blanc, ce n’est qu’en présence de 
Yammoniaque trés faible que la coagulation pourra étre réa- 
lisée. 

La recommandation, trés en honneur dans la chimie biolo- 
gique, d’acidifier avec l’acide acétique le milieu dans lequel on 
cherche & provoquer une coagulation par la chaleur est, par 
conséquent, trop absolue et n'est guére applicable avec succés 

que dans le premier des cas étudiés. C’est l’application stricte 
de cette recommandation qui a conduit M. Vines et M. Martin a 
leur opinion sur l’existence des albumoses dans les graines de 
semence. En chauffant les extraits aqueux des graines, légé- 
rement acidifiés avec de l’acide acélique, ces auteurs ont remar- 
qué qu'une grande quantité d’albuminoides reste en solution, 
méme a la température d’ébullition. Ne se doutant pas du rdle 
solubilisant exagéré de l’acide 4 chaud et de la complexité du 
. probléme de la coagulation, ils ont pris les albuminoides restés 
en solution pour des albumoses. 

En ce qui concerne la température de coagulation, que les 
auteurs d’il y a vingt ans cherchaient a déterminer avec beau- 
coup de soin, croyant posséder en elle un moyen physique pour 
Videntification des matiéres protéiques, il résulte des notions 
développées dans ce travail, conformément d’ailleurs, aux con- 
clusions tirées par M. Duclaux ' de ses études sur la coagulation 
des phosphates bicalciques, que la température au moment de 
Vapparition du coagulum dans une solution albuminoide chauffée 
est subordonnée aun nombre de facteurs trop grand, pour qu'on 

4. Ces Annales, t. VII, p. 641. 


ae ae oN a A =. 


yy. 


574 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


puisse en conclure quoi que ce soit sur la nature de Valbu- 
minoide coagulé. = ; 

La température ne favorise en effet la coagulation que par 
la dilatation qu’elle imprime aux micelles. Elle leur donne la 
possibilité de s’entourer d’une zone protectrice aux dépens de 2 
concentration saline en présence dans le liquide. Or, la tempe- 
rature de coagulation augmentera pour le méme albuminoide 
avec la diminution dela concentration du sel 4, la micelle étant 
forcée de se dilater davantage pour pouvoir se précipiter. Elle 
augmentera aussi avec la diminution de la concentration de 
Valbuminoide, les concentrations précipitantes des sels s’élevant 
dans ces conditions, comme nous l’avons montré p. 112. Elle 
variera enfin avec la nature des sels en présence (différence 
dans la valeur absolue des quotients b/a pour le méme albumi- 
noide),etsouslinfluence d’autres substances concomitantes, spé- 
cifiques ou non (diastases coagulantes et décoagulantes, poly- 
saccharides, etc., etc.). 

Nous terminons par ces remarques notre étude causale sur 
les modifications d’état des colloides. 


Une question importante et trés délicate, sur le rapport des 
propriétés physiques de la micelle colloide et la constitution 
chimique du corps dont elle dérive, vient se greffer sur le sujet 
qui nous a occupé jusqu’ici. Dans sa communication sur les 
mati¢res albuminoides au dernier congrés de physiologie & Cam- 
bridge, M. Kossel*, aprés avoir résumé ses travaux, remontant 
déja & une quinzaine d’années, sur, l'hislone, s’exprime entre 
autres de la facon suivante: 

« On trouve de ces corps riches en azote également chez les 
plantes, et il est impossible de douter que les matiéres albumi- 
noides des graines de coniféres qui contiennent 18,54 0/0 d’azote 
et‘une quantité particuligrement grande de produits de décom- 
position basique, suivant les études de M. E. Schulze, ne soient 
en rapport trés rapproché avec les histones d'origine animale. » 

4. Ge point semble en contradiction ayee les nombres de M. Pauit (Sur 
les modifications d'état des albuminoides, Pfliger’s Archiv, t. LXXXIII, 
p. 815, 1899). Mais les expériences de cet auteur, ayant été exécutées avee le blane 
@ouf naturel, les conclusions & en tirer me paraissent devoir étre rapportées 


surtout 4 Vintluence des sels surla température de destruction de l'albuminase, 
2. Deutsche Med. Wochenschrift, 1898, no 37, 
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Comme il ressort des autres trayaux du méme auteur que la 
richesse en produits de décomposition basique est en relation 
avec la réaction la plus caractéristique des histones, notamment 
Vinsolubilité du précipité provoqué par l’ammoniaque dans ses 
solutions dans HC la 0,8 0/0, dans un exces de ce dernier réactif, 
on sera frappé de voir que nos recherches sur les albuminoides de 
Picea excelsa, qui sont précipitables par les sels, méme en solu- 
tion dans l’ammoniaque assez concentrée, viennent confirmer 
les prévisions de M. Kossel sur la parenté des albuminoides des 
coniféres ayec histone, Est-ce une coincidence fortuite, ou peut-_ 
on réellement, par la connaissance d’un détail de la constitution 
chimique de la molécule albuminoide, prévoir les réactions 
physiques de ce dernier corps? C’est ce sujet que nous allons 
examiner dans le dernier chapitre de ce travail. 


XI 


LA THEORIE DE L’ HISTONE DE M. KOSSEL ET REMARQUES SUR LA 
CHIMIE CELLULAIRE 


La théorie de Vhistone cherche 4a relier causalement les 
réactions physiques d’un albuminoide de provenance cellulaire 
non seulement avec la constitution chimique de ses molécules, 
mais aussi avec la place précise qu'il occupe dans l’organisme 
élémentaire dont on le retire. 

L’histone serait, en effet, un albuminoide d’origine nucléaire 
et de nature basique. Ce dernier caractére chimique, supposé 
en rapport avec la richesse de la molécule de Vhistone en chai- 
nons basiques (bases hexoniques et autres), donnerait, d’une 
part, un cachet particulier aux réactions de solubilisation et de 
précipitation du corps en question, et déterminerait, d’autre 
part, la fonction qu’il a 4 remplir dans le noyau cellulaire, 
notamment la saturation de lacidité hypothétique de la 
nucléine. L’histone concourrait ainsi a la formation de la nucléo- 
histone, substance complexe, mais bien définie — sa formule 
schématique fut tracée a deux reprises par M. Lilienfeld — dont 
se composerait essentiellement le noyau d’une cellule. 

La conception de l’histone, comme presque tout ce qui a été 
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écrit par les chimistes sur la chimie cellulaire, trouve son point 
de départ dans le travail de M. Miescher! sur les spermatozoides 
du saumon et plus que toute autre chose elle porte |’empreinte 
des idées développées pour la premiére fois par cet auteur. 

M. Miescher a soumis, comme on sait, les spermatozoides 
du saumon, épuisés avec de l'alcool et de l’éther, a l’extraction 
consécutive avec l’acide chlorhydrique faible et avec la soude. 
L’extrait acide contenait un corps azote d’un type inconnu jus- 
qu’alors et qui fut appelé protamine? ; Vextrait alcalin, mélangé 
avec son volume alcool, permit d’isoler par précipitation avec 
Yacide chlorhydrique une matitre phosphorée qui, bien que 
composée principalement de carbone, d’hydrogéne, d’azote 
et d’oxygéne, ne possédait aucune des réactions des albumi- 


1. Verhandl. d. natur. Gesel. zu Basel, t. VI, p. 138, 1874. 

2. La protamine fut ce dernier temps l’objet-de nombreuses études. On con- 
nait aujourd’hui toute une série de corps, analogues par leurs propriétés a la 
protamine du saumon ou salmine, suivant la dénomination de M. Kossel. Ce 
dernier auteur a isolé la clupéine et Ja sturine des testicules du hareng et de 
Vesturgeon (Z. f° physiol. Ch., t. XXII, p. 176; t. XXV, p. 4165). 

M. Kurajeff a préparé la scombrine et une autre protamine des organes males 
du maquereau et de Acipenser Stellatus (Ibid., t. XXVI, p. 524; t. XXXII, p. 197). 

M. Morkowin, la cycloptérine des spermatozoides du Cyclopterus lumpus 
(fbid., t. XXVIII, p. 318). 

Toutes ces protamines peuvent étre séparées en combinaison avec |’acide sul 
furique sous forme d’une huile brunatre, par refroidissement de leur solution dans 
Veau chaude. Elles contiennent jusqu’a 30 pour cent d’azole et donnent la réac- 
tion du biuret. La réaction de Millon reste négative, sauf pour la cycloptérine qui 
la présente de la facon la plus nette. C’est, d’ailleurs, la seule des protamines con- 
nues qui donne de la tyrosine 4 Vhydrolyse. 

Les recherches de M. Kossel sur le dédoublement de ces corps ont fait penser 
tout d’abord que la sturine, la clupéine et la salmine sont constituées unique- 
ment par arginine, lhistidine et la lysine, bases dites hexoniques parce qu’elles 
contiennent chacune six atomes de carbone. Les études ultérieures du méme 
auteur (Z. f, physivl, Ch., t. XXVI, p. 588) ont toutefois montré qu'il se forme, 
en outre de ces protamines, encore d'autres produits de décomposilion, dont un 
acide amidovalérique a pu ¢tre isolé & létat cristallisé. Des trois bases hexo- 
niques, on n’a retrouvé que l'arginine parmi les produits d’hydrolyse de la salmine 
et de la clupéine. 

D'aprés les recherches récentes de MM. Kossel et Kutscher (/bidem, t. XXX1 
p. 165), arginine semble former une partie trés importante des produits de 
dédoublement de toutes les protamines. On en trouverait 58,2 0/0 du poids de la 
sturine, 82,1 0/0 de celui de la clupéine, 84,3 0/0 de celui de la salmine, et 
67,7 0/0 dans la cycloptérine. Il est nécessaire cependant de faire remarquer que 
ces nombres sont calculés non sur le poids d’arginine isolée en nature, mais sur la 
teneur en azote de la fraction d’arginine, que l’on obtient en appliquant a la 
séparation des bases hexoniques la méthode proposée par M. Kossel, notamment 
la précipitation de l’arginine par la sulfate d’argent et la baryte. Comme il peut y 
avoir une foule d'autres corps azotés qui preécipitent dans les mémes conditions 
il nous .parait indiqué d’altendre des résultats plus précis avant de se prononcer 
sur la composition simple des protamines. 
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noides. C’était ce que Miescher a désigné sous le nom de nucléine 
et qu’on appelle, depuis le travail de M. Altmann sur l’acide 
nucléique, sous ce dernier nom, en réservant le premier aux 
matitres nucléiques contenant encore des albuminoides diffi- 
ciles ou impossibles a séparer. 

Les deux corps isolés des extraits des spermatozoides furent - 
étudiés au point de vue de leur précipitation sous l’influence de 
différents réactifs et analysés. Parmi les nombreuses réactions 
auxquelles ils se prétent, nous signalerons la précipitation 
mutuelle des solutions aqueuses de la nucléine et de la prota- 
mine. L’analyse amena a la formule C:,H,,N,P,0,, pour le 
premier de ces corps, et C,H,,N,O, pour le second. 

Tels sont les faits qui ont conduit M. Miescher & supposer : 


4. Ces constatations venaient confirmer l’existence réelle des matiéres phos- 
phoro-organiques, solubles dans les alcalis, insolubles dans les acides, que 
M. Miescher avait découverts en 1869 dans le résidu de digestion pepsique des 
globules de pus (/Zoppe-Seyler’s Med. Chem. Unters., p. 4441) et qui furent 
retrouvées ala méme époque par M. Plosz (/bid., p. 461) dans les stromas nucléés 
des globules rouges doie, et par Hoppe-Seyler (/d7d., p. 500) dans la levure. 

Les recherches bien connues de M. Kossel et de ses éléves sur les produits de 
dédoublement des nucléines ont fait ressortir une difference fondamentale entre 
les groupements azotés qui participent a la constitution de ces matiéres et ceux 
qui contribuent a la formation de la molécule albuminoide proprement dite. 

Tandis qu’on a obtenu jusqu’ici par hydrolyse des albuminoides, soit a l’aide 
des acides, soit a l’aide de la trypsine en solution alcaline, ’ammoniaque, les 
acides amidés tels que la glycocolle, la leucine (acide amidoisobutylacétique, 
d’apres E. Schulze et Ziekernik, Z. f. physiol. Ch., t. XVII, p. 513, 1893), l’acide 
aspartique et glutamique, la fyrosine et la phénylolanine (EK. Scuunze, /btdem, 
t. IX, p. 63); ce corps formait probablement la plus grande partie de la tyroleucine 
de M. Schiitzemberger (C. 7., t. LXXXIV, p. 124), les acides diamidoacétique 
(DrecuseL, Ber. d. math. p. hys. Cl. de K. Sachs. Gesel. d. Wiss., 1892, p. 145) et 
diamidocaproique, ce dernier étant connu sous le nom de lysine (DrecusEL, Arch. 
f. physiol. u. Anat. Physiol. Abt., 1891, p. 248), arginine ou lacide guanidina- 
midovalérique, qui fut isolé des albuminoides pour la premiére fois par M. Hedin 
(Z. f. physiol. Ch.,+. XX, p. 186; t. XXI, p. 154) et dont la constitution fut 
élucidée par MM. E. Schulze et E. Winterstein (/bédem, t. XXVI, p. 4), Vhistidine 
(A. Kossex, loc. ecit.; Heo, Z. f. physiol. Ch., t. XXIL, p. 194), et, enfin, la 
cystine (disulfide de l’acide amidoéthylidenlactique), — nous ne parlons ici que 
des substances dont le caractére défini ne fait plus de doute, — on a pu isoler 
aux dépens des nucléines les dérivés de la purine tels que l’adénine C.H5N;, 
Vhypoxanthine C;H,N,O, la guanine C;H;N,0 et la xanthine C;H,N,O,, bases qui 
se trouvent, comme on sait, en rapport trés étroit avec Vacide urique C;H,N,O,; 
(A. Kossex, Z. f. physiol. Ch., t. Ill, p. 284; t. V, p. 152 et 267; t. VI, p. 422; 
t. VU. p. 7; t. VII, p. 404; t. X, p. 248), ensuite, un corps neutre, la thymine 
C;H,N,0,, et une base, la cytosine C.,Hs9N,,0, (A. Kossen et A. Neumann, Ber. d. 
D. Ch. ges., 1894, p. 2215.) ; 

Les bases xanthiques peuvent étre isolées des matériaux cellulaires de diffé- 
rente provenance. Il résulte des recherches de M. Tichomiroff (2. /. physiol. Ch., 
t. X, p..548) sur les ceufs du ver a soie, et de M. Kossel sur les ceufs de poule, 
que Ja quantité de ces bases isolées croit avec le développement de ’embryon, ce 
qui plaide en faveur de leur origine protoplasmatique. 

37 
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1° que les corps quil a eus entre les mains présentaient des indi- 
vidualités chimiques, et 2° que la‘nucléine et la protamine, isolées _ 
par lui, étaient combinées sous forme d’un sel dans la téte des 
spermatozoides. Cette dernitre formation, considérée au point 
de vue chimique, ne serait, par conséquent, dapres lui, qu’un 
nucléate de protamine. 

‘Tl serait superflu, je suppose, d’entrer dans de longs déve- 
loppements pour démontrer que cette conclusion est difficile 4 
mettre d’accord avec lanotion de organisation du protoplasma— 
base de toutes nos considérations biologiques a l’heure actuelle. 

Il y a déja fort longtemps que l’on a cessé didentifier ’orga- 
nisation de la cellule avec sa différenciation morphologique 
telle qu’elle nous apparait au microscope’. Un chloroplaste 
d’une cellule verte, malgré son exiguité et son aspect uniforme, 
est le siége des processus Tene trés variés dont le 
chimisme est sicompliqué qu'il est nécessaire, sil’on veutrattacher 
chaque fonction 4 un substratum matériel approprié, de reculer 
la limite de Vorganisation du cété du domaine moléculaire. Il 
en résulte qua Vencontre des substances qu’étudie le chimiste, le 
protoplasma n‘est pas constitué par des particules identiques au 
point de vue chimique, mais par un ensemble d’unités fort 
dissemblables, reliées entre elles suivant des lois ¢ qui sont encore 
a trouver’, 

Liidée de organisation suppose done que lorsqu’on soumet 
une formation protoplasmatique a la dissolution, ce n’est pas une 
matiére définie que on obtient en solution, comme le veut 
M. Miescher pour les spermatozoides du saumon, mais un 
mélange d’un nombre trés considérable sinon infini d’individua- 
lités chimiques. 

On peut se demander alors : faut-il admettre, en s “appuyant 
sur les conclusions de M. Miescher, que les spermatozoides du 
saumon font exception a la régle genus de organisation des 
cellules, comme l’a supposé, par exemple, M. Schmiedeberg 
encore en 1896 *, ou faut-il, au contraire, conclure, pour ne 
pas rampre délibérement avec les enseignements de la biologie, 

1. EK. Bruck, Die Elementarorganismen. Sitsber. d. math. natur. Cl. d. Akad, 
d. Wiss. gu Wien, t. XLLY, p. 381, 1864. 
2. Comp. les belles pages consacrées a cette question par Hl. pe Vries, 


Intracellulare Pangenesis, Jena, G. Fischer, 1889, p. 34-40, 
3, Arch. f. exper. Path. u. Pharmak., t. XXXVU, P. 149, 
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que les idées de M. Miescher sont basées sur une interprétation 
inexacte de ses observations? Le choix a faire ne nous semble 
pas douteux,. 

M. Miescher admet que la nucléine et la protamine sont des 
corps définis. Rien ne s’opposait pourtant & ce que ces matidres 
ou du moins une d’elles fit considérée comme un mélange sans 
bornes. Il n’existe pas, comme on sait, de critérium pour 
reconnaitre une individualité chimique lorsqwil s’agit des 
colloides amorphes de constitution chimique tres compliquée. 


La chimie des albuminoides posséde, il est vrai, dans sa- 


classification, des espéces différentes, mais leur distinction, 
comme le montre déja la nomenclature, dépend moins de 
Yadresse et du savoir du chimiste que de la prévoyance de la 
nature qui a eu soin de placer les différentes matiéres protéiques 
dans les organes variés et chez différentes espéces d’étre vivants. 
Il suffirait de mélanger les corps appartenant au méme groupe 
et se rapprochant, par conséquent, par les conditions de leur 
solubilité, comme lovalbumine, la lactalbumine et la sérumal- 
bumine, ou la maizine, la phaséoline et la vignine, ou encore 
Pacide thymonucléique, myconucléique et salmonucléique, et 
ainsi de suite, pour que nousles prenions pour une seule indiyi- 
dualité chimique, si les mélanges étaient effectués 4 notre insu. 

La concordance des nombres obtenus a analyse qui est, 
@ailleurs, loin d’étre prouvée pour la nucléine et la protamine 
du saumon', ne peut pas servir d’argument contre l’hypothése 


4. A edté de Ja formule de M. Miescher pour Ia salmine, indiquée plus haut, 
nous en possédons une de M. Piccard (Ber. d. D. Ch. Gesel., 1874, t.7, p. 4714), 
C,,H,.N,O,; une de M. Schmiedeberg): C,,H;,N,0,; une de M. Kossel: C,H, ,N90;. 

M. Schmiedeberg exprime la composition de Vacide salmonucléique par la 
formule €,,H;,N,,0,¢-2P,0; au lieu de C,,H,,N.P;0,.., donnée par Miescher. 

En s’'adressant & une autre méthode de préparation de l’acide en question (pré- 
cipitation & l'aide des sels de cuivre en présence d'un alcali), M. Schmiedeberg 
fut obligé d’avoir recours, pour mettre en concordance les nombres obtenus a 
Yanalyse avec sa formule, aux expressions compliquées dont voici quelques 
exemples ; 

% (Cy H;,€u,N, ,O,5-2P,0;) + (CoH ,oCus'/.N, ,0,,-2P,0;) ou encore 

CyoHs2Gu,N, 40,5-2P,05 CuyH; GUN, ,0,5.2P,05 + C,H,N, + 10H,0, cte. 


(Arch. f. exper. Path. wu. Pharmak., t. XLII, p. 57, 1899.) yen 

Le procédé, & défaut détre élégant ou rigoureux au point de vue scientifique, 
est extremement commode. I a permis 4M. Herlont, éleve de M. Schmiedeberg 
(/bidem, t. XLIV, p. 148, 1900), de démontrer Videntité de l’acide nucléique isolé 
du thymus du veau ayee celui des spermatozoides du saumon aux différentes 
études de leur maturits. Identité @autant plus surprenante que "hémoglobine ou 
la casting de lait, albaminoides dont Vinfériorité au point de vue biologique 
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d’un mélange, du moment que ce dernier est supposé bien uni- 
forme. Le nombred’erreurs qu’a occasionnées une confiance trop 
grande”dans les résultats d’analyse des corps amorphes est déja 
si notable dans la littérature — nous n’en citerons que l’exemple 
récentde l’antipeptone—qu’ilserait inutile d’yinsister davantage. 

D’un autre cété, la conclusion de M. Miescher sur la nature 
chimique de la mucléine et de la pretamine, et sur la combinat- 
son saline entre elles, est basée uniquement sur leur solubilisa- 
tion dans les acides et les alcalis et la précipitation mutuelle de 
leurs solutions. Or, tout notre travail, qui est né justement 
du désir d’élucider les conceptions histochimiques en cours, 
soit dit en passant, tend & démontrer, comme on l’a vu, qu’il 
n’existe aucune relation entre la nature chimique des corps et 
les phénoménes de modification de leur état, et que la précipi- 
tation des colloides n’est pas une manifestation d’une réaction 
chimique, mais de l’affinité adhésive des micelles. 

D’ailleurs, les idées de M. Miescher, appliquées 4 un animal 
entier, saigné a blanc, finement haché et soumis au méme 
traitement que les spermatozoides dans les expériences que nous 
venons d’analyser, ne nous améneraient-elles pas, de méme que 
dans le cas des cellules males de reproduction du saumon, a la 
conclusion qu’un lapin, par exemple, est constitué chimique- 
ment par une combinaison saline entre une léponucléine et une 
lépoalbumine. Le peu de probabilité de cette conclusion n’a 
guére besoin d’étredémontré. A elle seule elle suffirait pour nous 
convaincre qu’entre la notion de l’organisation et les idées de 
M. Miescher sur la constitution chimique des spermatozoides du 
saumon, nos préférences doiventse porter surla premiére. 

C’est cependant de ces idées qu’est née la théorie de Vhis- 
tone, M. Kossel écrit dans son travailde 1884, ot furent posées 
les premiéres assises de cette théorie: « Par des recherches 
antérieures je fus amené a la présomption que la nucleine est 
combinée chimiquement dans le noyau cellulaire avec d’autres 
corps. Les nucléines montrent, comme on sait, des propriétés 
acides, et on pouvait s’attendre & ce qu’une extraction (d’un 
matériel nucléé) avec des acides dilués permit d’isoler une 
substance de nature basique ». 


comparativement aux matiéres composant les noyaux cellulaires ne sera ni¢e par 
personne, se montrent différentes méme chez les espéces trés rapprochées, 
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En effet, en’traitant les stromas nucléés ‘des globules rouges 
d’oie avec de:l’acide chlorhydrique, faible, il en a pu’extraire une 
matiére albuminoide qui est devenue le¥ premier représentant 
du groupe d’histone. La question est seulement de savoir jusqu’a 
quel point cette constatation a démontré l’exactitude des pré- 
somptions inspirées par les recherches antérieures. 

Ilest évident que la matiére isolée ne devait pas nécessai- 
rement provenir du noyau. Elle pouvait dériver aussi bien du 
stroma},proprement dit, qui représente, le cytoplasma. dans 
Vespéce, ou des matiéres métaplastiques, c’est-a-dire de celles qui 
sont déposées dans la cellule provisoirement pour sa nutrition, 
et qui n’ont pas euencore le temps de subir une métamorphose 
compléte!. La matiére isolée pouvait enfin provenir de toutes 
ces sources en méme temps, et présenterun mélange hétéroclite 
de différents albuminoides n’ayant de commun que les conditions 
de leur solubilisation. 

Comme nous n’avons aucun moyen — et l’aurons-nous 
seulement un jour? — de faire Je partage entre ces différentes 
parties constituantes de la cellule, toutes les dissertations sur la 
localisation histochimique d’un albuminoide isolé d’une cellule 
sont youées a rester complétement hypothétiques? . 

Plus intéressantes seraient pour nous les preuves de la 
basicité du corps ou des corps extraits des cellules par l’acide 
chlorhydrique qui semble étre admise généralement, 4 ’heure 
actuelle, comme une vérité intangible. Ce sont elles que nous 


4. La quantité de ces derniéres substances dans une cellule n’est pas négli- 
geable, comme on peut en juger d’aprés la diminution du poids des organes 
pendant l’inanition prolong’e d'un animal, diminution qui peut aller pour quel- 
ques-uns d’entre eux jusqu’a 50 de leur poids initial. 

2. M. Saint-Hilaire (7. f. physiol. Ch., t. XXVI, p. 102) a essayé de prouver la 
localisation de histone danssle noyau cellulaire par une réaction microchimique. 
Les coupes, aprés fixation dans l'un des réactifs suivants : alcool, sublimé, acide 
acétique, sulfate @’ammonium, etc., furent plongées successivement dans une 
solution de sulfate de cuivre 20,3 0/0, de carbonate de soude ou de soude caus- 
tique & 0,2 0/0 et, enfin, dans une solution de ferrocyanure de potassium. On 
observe une coloration rouge du réseau chromatique que Vauteur attribue a 
Vhistone. Mais est-il possible de savoir exactement quelle est la matiére qui se 
colore dans ces conditions? D’aprés M. Kossel, la réaction ne serait qu'une modi- 
fication de celle de biuret. Sil en était ainsi, on devrait constater une coloration 
diffuse de toute la cellule surtout aprés fixation avee l’alcool ou le sublimé, vu 
Vexistence des matiéres albuminoides dans le suc qui imbibe les tissus. La réaction 
semble générale a tous les tissus. Or, d’aprés les recherches de M. Bang (J. c., 
p. 471), il est impossible d’isoler des albuminoides avee les propriétés de Vhistone 
des organes tels que le foie, les reins, le pancréas et les testicules. 
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allons chercher dans l'étude des réactions de Vhistone des 
globules rouges d’oie, telles que les a décrites M. Kossel. 

L’extrait acide des stromas fut précipité avec du sel marin, 
le précipité fut filtré, lavé 4 lacide chlorhydrique salé, delegs 
dans l’eau et soumis a la dialyse. Il en résulta une solution | 
neutre de Vhistone. Cette solution précipitait comme les globu- 
lines sous Vinfluence du sulfate de magnésie et d’ammonium, 
mais 8’en distinguait par la faculté de précipiter sous l’influence 
du chlorure de sodium et d’ammonium. Elle se rapprochait des 
albumoses par la réaction avec |’ acide nitrique,dont ila été parlé 
plus haut, et par la non coagulabilité ? & la température d’ébulli- 
tion, Elle précipitait aussi sous influence de I’eau de chaux, de 
la soude (soluble dans un excés). Mais ce qui frappait surtout, 
c'est que quelques gouttes d’ammoniaque, ajoutées a la solution 
neutre d’histone, y provoquaient un précipité volumineux « com- 
plétement insoluble et montrant toutes les propriétés d’un corps 
coagulé ». 

La phrase citée a dépassé évidemment la pensée de l’auteur, 
puisque le précipité ammoniacal de histone est soluble dans 
la soude et dans l’acide chlorhydrique & froid. Des écrits ulté- 
rieurs il résulte que linsolubilité n’existait que vis-a-vis d'un 
excés d’ammoniaque. 

‘De toutes ces réactions, qui sont générales a toutes les albu- 
minoides étudiés par nous dans ce travail, et qui n’autorise- 
raient pas aujourd’hui la séparation du corps isolé des globules 
rouges d’oie dans un groupe a part, deux seulement pouvaient 
étre interprétées — et elles l’étaient effectivement — comme 
“preuves de la basicité de histone. Ce sont la neutralité de la 
solution de cetalbuminoide, malgré la présence de l’acide chlo3 
rhydrique, et la réaction avec ’ammoniaque, considérée par 
M. Kossel comme specifique en quelque sorte pour Vhistone. 

Or, apres ce qui a été dit sur la rétention des matiéres miné- 

rales non dissociées par les colloides, le doute ne nous semble 
plus permis sur la nature du phoworisive qui se passe au sein de 
la solution entre l’acide et Vhistone. Les molécules de l’acide ne 
sont pas combinées chimiquement aux micelles, mais leur 
adhérent seulement, comme dans les expériences citées déja de 
MM. Liebermann et Bugarsky, avec le blanc d’auf. L’ingensi- 
bilité du papier de tournesol est dans ce cas analogue & celle du 
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nitrate d’argent pour acide chlorhydriqte dans les solutions 
des colluides minérauy. 

Quant a la réaction avec Pammoniaque, son caractire spéci- 
fique et con intérét ne peuvent pasrésider dans la double décom- 


Vhistone, ét dans la précipitation qui en résulterait, — ce phé- 
noméne a lieu aussi avec la soude et l’eau de chaux, — mais 
dans la question de savoir pourquoi la liqueur ammoniacale est- 
incapable de dissoudre le précipité formé, tandis que la soude 
y arrive facilement. 


Le phénoméne s’explique sans peine, comme on se rappelle, 


par la différence dans le degré de dissociation électrolytique de 
ces deux bases et n’a, par conséquent, aucun rapport avec la 
nature basique de histone. | 

Le sel qui se forme par neutralisation de l’acide avec l'’ammo- 
niaque y joue un role de premier ordre, comme l’ont moniré 
M. Schulz et M. Bong. 

C’est un cas de solubilisation étudié longuement et & 
rebours, sous forme de précipitation, dans le chapitre VIII de 
ce travail. On y trouve. dans les tableaux XI-XIII, toutes les 
gradations successives entre l’insolubilité du précipité dans 
lammoniaque en présence de tous les sels ammoniacaux, méme 
du carbonate (Picea excelsa), insolubilité en présence du chlo- 
rure et du bromure et solubilité en présence du nitrate d’am- 
monium (Cucurbita Pepo), et solubilité compléte en présence de 
tous les sels (Lupinus albus et luteus, blanc d’ceuf). Ces diffé- 
rences ne se rattachent qu’a la grosseur et l’élasticité micellai- 
res qui ne sont pas les mémes chez les différents albuminoides. 
A la température d’ébullition, grace 4 Vaugmentation de la 
grosseur micellaire sous l’influence de la chaleur, tous les albu- 
minoides, étudiés par nous, étaient insolubles dans Tammio- 
niaque et devenaient, par conséquent, semblables a Vhistone, Ils 
ne pouvaient pas, cependant, acquérir des propriétés basiques 
tout d’un coup sous linfluerce de la chaleur '. 

4. Mais méme dans le cas des albuminoides de Picea excelsa qui donnent la 
réaction avec l'ammoniaque d'une fagon la plus générale, il serait inexact de 
parler de Vinsolubilité absolue du précipite dans l’exeds de ’ammoniaque, puis- 
que avec l’augmentation de la concentration de cette base, augmente aussi la 
concentration du sel nécessaire a la précipitation, comme on le reconnait aise- 


ment au tableau XIV. M. Bong a fait la méme constatation, sans se préoccuper 
du reste du mécanisme intime du phénomeéne, pour la globine, Vhsitone des 
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On voit donc que non seulement il est impossible de 
démontrer l’origine nucléaire.de lhistone, mais que rien aussi 
dans les réactions de ce corps ne peut faire penser & sa nature 
basique. 

Alors comment soutenir plus longtemps la conception de la 
nucléohistone, de cette combinaison d’un albuminoide basique 
de histone avec la leuconucléine, nucléoprotéide acide que 
M. Lilienfeld! a cru voir dans le précipité, obtenu avec de 
Vacide acétique dans les extraits aqueux des lymphocytes des 
glandes lymphatiques et du thymus de veau. 

D’aprés les recherches de M. Lilienfeld, 100 grammes de 
matiére séche des lymphocytes contiendraient en nucléohistone 
778,45: en d’autres albumoides’* 18,76: en lécithine, choles- 
térine, graisses, glycogéne, inosite, etc.,le restant de 208,79. 

Ces nombres qui font supposer que |’étre extrémement com- 
pliqué, a fonctions variées et délicates, qu’est le leucocyte est 
formé presque entiérement par une seule combinaison chimique 
azotée, ou doivent naturellement entrer, outre les fragments 
sans nombre du protoplasma proprement dit, de ce qui est l’ins- 
trument de la vie et la cause de la spécificité de lacellule, encore 
les matiéres métaplastiques ou tout au moins les albuminoides 
de la lymphe qui imbibe les lymphocytes, ces nombres, dis-je, 
ne rappellent-ils pas le léponucléate de lépoalbumine imaginaire 
dont se composerait chimiquement le lapin dans notre expé- 
rience hypothélique de plus haut? 

Il n’est donc pas étonnant que les auteurs qui ont repris 
B, tout récemment I’étude chimique du thymus soient arrivés 4 
ME des constatations variables, suivant la méthode appliquée, mais 
; toujours différentes de celles de M. Lilienfeld. 

M. Neumann ® a trouvé que « lacide nucléique », isolé du 
thymus par le procédé indiqué par lui précédemment en colla- 
boration avec M. Kossel', présente un mélange de _ trois 


globules d’oie et du thymus. M. Lawrow (Z. /. physiol. Ch., t. XXVIII, p. 388) 
n’a pas réussi a précipiter Vhistone du thymus par un exces (ammoniaque 
méme en recourant a alcool. Ajoutons encore que M. Bang a pu obtenir la 
réaction « spécifique » de Vhistone aussi avec l’ovoyitelline et l’acidalbumine de 
la fibrine. 

1.7. f. physiol. Ch., t. XVIII, p. 478; t. XX, p. 89. 

2. Parmi ces albuminoides, un nucléoprotéide contenant 0,145 0/0 de phos- 
phore. La leuconucléine en contiendrait jusqu’a 5 0/0. 

3. Verhandl. d, physiol, Ges. zu Berlin in Arch. f. Physiologie, 1898, p. 347. 

4. Ber. d. D, Chem, Ges., t. XXVII, p. 2215, 1894. ' 
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corps qu'il appelle acides nucléique «. "g,} et “nucléothymique. 

M. Fleroff! a isolé du thymus encore une « parahistone », 
dont il n’est facile de saisir ni la parenté avec histone, ni les 
différences avec d’autres albuminoides, mais quien tout cas ne 
trouve pas de place dans le tableau analytique de M. Lilienfeld. 
“= M..Malengreau* a trouvé quel’extrait aqueux'du thymus est 
composé de parties égales de dewx nucléohistones, dont l'une 
contient 0,5 0/0 de phosphore, l’autre 4,5 0/0. On peut les 
séparer facilement en fractionnant,]’extrait avec du sulfate 
d’ammonium. Les histones qu’on_en isole ne semblaient pas 
identiques. 

M. Kiriskamp *°,chercha a fractionner l’extrait du thymus a 
Yaide du chlorure de calcium. Il y trouva sur cent parties de 
matiéres proteiques de l’extrait : 


Nucléohistone (sous forme de_sel caleique) ... 69,4 avee 3,8 0/0 de phosphore. 
NUCISUBROLGG (5s: caee hia: oe cus o net aee .. 48,7 — 0,95 0/0 — 
Albuminoides ordinaivess oc. cc. sss ates. ee aes 44,9 


Enfin, M. Ivar Bong‘, qui eut le premier le sentiment du 
caractére artificiel de ces combinaisons, est arrivé a des résultats 
encore plus curieux. 

Il épuisa le thymus convenablement préparé avec une solu- 
tion physiologique de sel marin qui ne devait rien dissoudre, 
d’aprés M. Lilienfeld, et qui amena cependant des matiéres 
albuminoides de toute sorte. De l’extrait aqueux du thymus 
ainsi trailé, M. Bong a pu isoler, par,l’action combinée du chlo- 
rure de sodium concentré et faible et de l’alcool, des corps rap- 
pelant par leurs propriétés l’histone Fdes. albuminoides solubles 
dans le chlorure de sodium saturé et dans l’alcool, des matiéres 
nuciéiques absolument libres d’albuminoide, mais pas de trace 
de leuconucléine, qui passe, cependant, pour une combinaison 
de l’acide thymonucléique et d’un albuminoide difficile 4 désa- 
gréger par‘des réactifs neutres. 

M. Yvar Bong conclut évidemment avec infiniment de rai- 
son que la nucléohistone n’existe pas. On aimerait toutefois a 
voir dans le travailde cet auteur l’idée nettement exprimée 


1. Z. f. physiol. Ch., t. XXVIII, p. 306, 1899, 

2. La Cellule, t. XVII, p. 393. 

3.Z. f. physiol. Ch., t. XXXII, p. 145, 1901. 

4. Ibidem, t. XXX, p. 508, 1900. Voir aussila réponse de M. Kossel_a_cet 
article, p. 520, et les explications de M. Bong, t. XXXI, p. 407. 
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dé limpossibilité biologique de la conception analysée par 
tious et un peu plus de scepticisme sur le caractere défini des 
différentes préparations isolées par lui au cours de son étude. 

Il est & peine nécessaire d’ajouter que tout ce qui vient 
d’étre dit & propos de la nucléohistone du thymus se. rapporte 
aussi bien aux nucléoprotéides isolés d’autres organes ou des 
organismes monocellulaires!. 

Adressons-nous maintenant 4 l’examen des travaux qui ont 
inspiré l’'idée du rapport causal entre la richesse en produits de 
dédoublement basiques et les réactions physiques de histone, 
spécialement celle que l’on observe avec l’ammoniaque. 

Nous empruntons au discours prononcé par M. Kossel a la 
Société de biologie de Berlin en 1894 la description de lobser- 
vation qui a servi de point de départ a cette deuxiémé partie de 
la théorie de Vhistone. 

« J'ai réussi & préparer artificiellement, a dit cet auteur, 
aux dépens de deux matiéres constitutives des tissus d’origine 
animale, une Substance qui ne se laisse pas distinguer de l/his- 
tone. Ajoute-t-on une solution de protamine & une solution 
d@albumose (ou d’albumine), le liquide reste clair. Si Pon y 
introduit alors un peu d’ammoniaque, un précipité apparait qui 
posséde toutes les propriétés de histone’. » 

Aucun autre détail expérimental. En guise de commentaire 
les deux lignes suivantes : « La protamineest une base; elle 
ne peut se combiner avec l’albumine qu’en solution alcaline, et 
il en résulle une maniére protéique aux propriétés basiques, 
Phistone. » | 

Kn publiant deux ans plus tard les résultats de ses recherches 
sur les produits de dédoublement de la salmine et de la sturine 
sous l’influence de Vacide sulfurique 4 33 0/0 en volume A la 
température d’ébullition, qui ont fait ressortir ’énorme quan- 
tité des matiéres azotées, précipitables par l’acide phosphoro- 
tungstique, qui prennent naissance pendant cette opération 
(96 0/0 de lazote total), M. Kossel ajoute, en rappelant la 

4. Niscnimuna, Arch. /. Hygiene, t. XVIII, p. 318; Gotzorn, Z. f. physiol. Ch 
t. XXV, etc. 


2. Deutsche Med. Wochenschrift, 1894, p. 146. L’expérience est déerite presque 
dans les mémes termes par M. Kossel en 41899 dans un article intitulé: « Les 


protamines et les corps albuminoides », publié dans la Revue générale des 
sciences, p. 380. 


ee 
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« synthése » de lhistone effectuée in vitro : « Par une telle 
adjonction dé la protamine & lalbumine doivent naturellement 
prendre naissance des corps qui fourniraient 4 Vhydrolyse plus 
d’arginine ou d’attres bases en général. » 

Lés recherches quantitatives sur les produits de dédouble- 
ment basiques de différents albuminoides furent continuées, 
M. Kossel a trouvé que la teneut en azote de la fraction qui 
devait contenir l’arginine et Vhistidine correspondait au chiffre 
de 12 a 18 0/0 dé l’azote total pour la caséine et VPalbumine 


d’ceuf, de 20 0/0 A peu pres pour la deutéroalbumose, de 4 0/0- 


seulement pour l’élastine. Une place a part appartenait a I’ his- 
tone qui en contenait jusqu’a 30 0/0. 

« Les résultats quantitatifs confirment donc, conclut 
M. Kossel, la présomption que j’ai exprimée en me basant sur 
@autres expériences que les histones sont des matiéres pro- 
téiques qui apparaisseht par adjonction d’une quantité plus 
grande de protamine a une albuminoide ordinaire! », De la cette 
remarque prophétique sur lés propriétés physiques des albumi- 
noides de Picea excelsa®, qu’ona vu si brillamment confirmée par 
nos recherches.On comprend l’importance de ces considérations 
pour la question qui nous intéresse. Si elles étaient réellement 
& Vabri de toute critique, nous aurions la preuve de la rela- 
tion entre la grosseur etl’élasticité micellaire d’un albuminoide 
et sa richesse en produits basiques de dédoublement. 

Malheureusement, aux faits cités par M. Kossel, noussommes 
en mesure d’opposer d’autres moins nombreux qui prouvent 
que, malgré la haute teneur en produits basiques, les propriétés 


physiques d’un albuminoide ne rappelle en rien celles de l’his- 


‘tone. 
D’aprés les déterminations de MM. Schulze et Rongger®, la 
fraction basique des produits de dédoublement des albuminoides 


~ du sapin rouge contient de 29 432,8 0/0delazote total. La gélatine 


en contient 35,83 0/0 d’aprés les recherches de M. Hausmann * 
Vhétéroalbumose, préparée d’aprés la méthode de M. Pick *, 

1. Deutsche Med. Wochenschrift, 1898, n° 37. 

2. Ces albuminoides n’ont, (ailleurs; rien de-commun avec le noyau cellulaire 
puisqu’ils appartiennent en plus grande partie, il ne petit pas y avoir de doute 
la-dessus; an grain doleurone. 

3. Z. f. physiol. Gh., t. XXIV, p. 276. 

4. Ibidem, t. XXIX, p. 136, 1900. 

5, Ibidem, t. XXVIII, p. 258, 1899. 


See 
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38,93 0/0, et cependant ces corps sont loin de ressembler a l’his- 
tone. La globine, obtenue par décomposition de l’hémoglobine 
du cheval, et donnant la réaction avec de ’ammoniaque, ne con- 
tiendrait que 29,37 0/0 de l’azote total. Les albuminoides du 
lupin blanc ne donnent pas cette derniére réaction a froid, comme 
le blanc d’ceeuf, mais tandis que celui-ci présente 21,33 0/0 
de son azote sous forme de produits basiques, d’aprés Haussmann, 
les premiers en contiennent au moins 36,9 0/0 d'aprés mes 
recherches personnelles, comme onle voit des nombres suivants. 

Sur 1287,9321 d’azote total, on a trouvé 48,7722 d’azote dans 
la fraction basique! qui contenait 19,8 de matiére organique. 
J’en ai pu isoler 48",3 de nitrate d’arginine et 14',3 de picrate de 
lysine, transformé en chloroplatinate et identifié sous cette 
forme. La cristallisation de la fraction d’histidine ne m’a pas 
réussi. 

fl ressort en outre de ces nombres que les bases hexoniques 
ne forment qu’une partie assez restreinte des produits basiques 
de dédoublement. Des rapports analogues furent constatés par 
moi aussi pour d’autres albuminoides. Les recherches qui y ont 
trait seront publiées plus tard. 

La confirmation des prévisions de M. Kossel, basées sur la 
théorie de Vhistone, était donc tout a fait accidentelle, ce qui doit 
d’autant moins étonner que laréaction avec l’ammoniaque et la 
grosseur micellaire dont elle dépend est trés répandue parmi les 
albuminoides connus ainsi que la richesse de ces matiéres en 
produits basiques de dédoublement. 

D’ailleurs, le fait fondamental de cette deuxiéme partie de 
la théorie de Vhistone, la précipitation d’une solution d’albumine 
par la protamine en milieuammoniacal, estun phénoméne d’ordre 
purement physique. De ce qu'un précipité n’apparait qu’en pré- 
sence de |’ammoniaque, il n’est pas permis de conclure a la syn- 
thése artificielle d’un corps « qui posséde toutes les propriétés 
de histone, » Une solution faiblement acide des albuminoides 
du lupin blane ne précipite pas lorsqu’on y ajoute une solution 
aqueuse de dextrine. Si la concentration de ce dernier corps 


1. Le dosage de lazote basique fut fait dans une portion aliquote du précipité 
phosphorotungstique dissous dans l’alcool & 90° & chaud, filtré et rempli a un litre. 
Cebte maniére de procéder permet de se débarrasser des matiéres mélanoidiques 
et de la plus grande partie de l’ammoniaque, précipitées par l’acide phosphoro- 
tungstique avec les bases organiques. 


ren 


PROPRIETES PHYSIQUES DE LA MICELLE ALBUMINOIDE. 589 


est assez grande, le précipité sera obtenu lorsqu’on aura ramené 
le mélange & une réaction légérement alcaline, S’ensuit-il que la 
dextrine est un corps basique, et qu’en se combinant chimique- 
ment avec jes albuminoides du lupin blanc elle donne naissance 
a une histone? 

Si la réaction avec la protamine est réellement analogue 4 la 
précipitation des albuminoides par les albumoses, comme 
Yadmet M. Kossel a propos du travail de M. Kutscher, il est plus 
que certain qu’en modifiant les concentrations des corps qu’on 
fait réagir dans l’expérience examinée, on arrivera 4 obtenir un 
précipité avec la protamine méme en solution acide. 

On se demandera peut-étre, a la suite de ces remarques, s'il 
ne serait pas avantageux, tout en éliminant de la conception de 

‘Vhistone les considérations histochimiques et V'idée de la basi- 
cité des corps en question, de conserver ce nom pour désigner 
un groupe d’albuminoides riches en produits basiques de 
décomposition. L’utilité de la création de ce groupe me semble 
tout a fait problématique. Laisse-t-on au terme histone une signi- 
ficationrelative, tous les albuminoidesse trouverontréunis dansle 
méme groupe, car du moment que l’onconsidéreles albuminoides 
dusapin rouge avec 32,8 0/0 d’azote basique comme histone par 
rapport au blaned’ceuf quin’en contient que 21,33 0/0, on devra 
déclarer également celui-ci histone par rapport a l’élastine qui — 
donne trés peu de bases a I’hydrolyse et ainsi de suite. Si l'on 
se décide, d’autre part, de fixer, d’une fagon forcément arbitraire, 
un minimum d’azote basique au-dessous duquel une matiére 
protéique ne serait plus classée parmi les histones, tous les 
albuminoides se trouveront subdivisés en deux groupes, ce qui 
n’apportera pas plus de lumiére dans la question complexe de 
classification de ces corps qu'il n’en existe actuellement. 

Ne serait-il pas plus sage de faire disparaitre complétement 
le terme « histone », auquel se rattachent des généralisations 
injustifiées et des interprétations inexactes? 


CONCLUSIONS 


Nous sommes au bout de la tache que nous nous sommes 
imposée. 
Aprés avoir montré que les colloides se caractérisent surtout 
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par la résistance que leurs unités physiques opposent a la disso- 
ciation par l'eau, il nous a été possible, par une discussion rai- 
sonnée des nombres obtenus & la précipitation a aide des sels 
des matiéres albuminoides, placées dans des conditions définies, 
de saisir les propriétés inhérentes aux micelles, de déceler les 
facteurs capables de les mettre en jeu et de reconstituer le 
mécanisme intime des modifications d’état des colloides en géné- 
ral et-des albuminoides en particulier, 

Les notions acquises, appliquées a la discussion de diffé- 
rentes conceptions en cours dans la chimie des albuminoides, 
ont fait ressortir la nature artificielle et Vinexactitude de la plu- 
part d’entre elles. 

Créés en vue d’établir quelques distinctions dans le vaste 
domaine des matiéres protéiques, ces conceptions ont été basées 
soit sur des caractéres ne dépendant que des variations du 
milieu dans lequel se trouvaient les matiéres étudiées, soit sur 
les propriétés les plus générales des colloides, qui ont été décla- 
rées cependant spécifiques, parce qu’elles étaient découvertes 
accidentellement dans l'étude d’une matiére d’une origine déter- 
minée. 

Dans ce travail, nous nous sommes efforcé de démontrer. 
que les différents albuminoides se distinguent uniquement par 
la grosseur et l’élasticité de leurs micelles, et que c’est par le 
caractére électif de leur affinité adhésive que peuvent étre diffé- 
renciés les divers groupes de colloides, Les propriétés physi- 
ques de la micelle suffisent complétement pour expliquer et 
coordonner presque la totalité des phénoménes obseryés chez les 
albuminoides, et dont une grande partie a pu paraitre contradic- 
toire au point de vue des notions répandues. 

Kn remontant aux propriétés physiques de la micelle pour 
caractériser les colloides, nous ne faisons en somme qu étendre 
a ces corps ce que le chimiste fait depuis longtemps pour iden- 
tifier les cristalloides, Il étudie, comme on sait, la forme eris- 
talline, les constantes physiques telles que la soluble la tem- 
pérature de fusion, etc., propriétés en relation avec la structure 
micellaire de ce corps. Comme les albuminoides sont amorphes 
et ne fondent pas dans la phupart des cas ; comme leur solubili- 
sation présente des particularités qui méme apres avoir été pré- 
cisées, ne se prétent pas a la- distinction des individualités 
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différentes, il est naturel de s’adresser aux autres propriétés 
micellaires pour chercher les éléments distinctifs. 

Certes, nos mesures de la grosseur et de l’élasticité micellaires 
sont rudimentaires par comparaison a la perfection des déter- 
minations cristallographiques et de celles des constantes physi- 
ques. Mais le but de ce travail n’était que de montrer en 
principe la possibilité dutiliser ces propriétés de la micelle pour 
Videntification des colloides. C’est aux travaux ultérieurs qu’im- 
combera le soin de perfectionner la méthode, de créer des uni- 
tés de mesure appropriées, et de trouver des facteurs ot les 
valeurs exprimant les propriétés fondamentales de la micelle 
seraient moins masquées par des influences secondaires que dans 
les concentrations précipitantes et dans les quotients bautilisés 
par nous pournos études comparées. 

Un autre point qui mériterait d’atlirer Venenton dans nos 
recherches, c est ’importance de laffinité adhésive des micelles 
dans les phénoménes qui se passent en présence des colloides. 
Nous avons yu que cette affinité se montre nettement élective 
comme l’affinité chimique, quoique bien différente d’elle. 

Qui sait, si en approfondissant les études sur cette question, 
on ne tombera pas un jour sur un principe nouveau qui donne- 
rait 4 la chimie biologique un élan pareil a celui qui fut commu- 
niqué & la chimie organique par la théorie de la structure molé- 
culaire. 

[I n’était pas dit que la complication de la matiére organique 
se fit uniquement d’aprés les lois connues actuellement des 
chimistes, encore moins d’aprés l'image d’un sel minéral, comme 
le semblent admettre les adeptes des idées de M. Miescher. Rien 
dans les résultats obtenus jusquici par la chimie ne fait espérer 
la possibilité d’élucider V’organisation de la mativre vivante,'qui a 
apparu cependant sur notre planéte sans participation des forces 
surnaturelles, par lévolution normale des propriétés inhérentes 
a la matiére inerte. 

Le protoplasma étant constitué principalement par des 
matiéres colloides, dont les micelles ne se dissocient pas sans 
intervention d’une réaction chimique, on se voit enclin de pen- 
ser que c’est justement a l’affinité élective des micelles qu’ap.- 
partiendratt le role le plus important dans la structure de la 
cellule. 


La chimie cellulaire ne peut pas stre; ‘Gloyouenaae pur 


ment moléculaire, elle e doit étre en grande partie une chimie micel-— 
-laire. 
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